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略語表
ACE angiotensin converting enzyme
Ang I angiotensin I
Ang II angiotensin II
AGS activator G protein-signaling
AMPA α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
ARB angiotensin II receptor blocker
AT1-R angiotensin receptor subtype 1
AT2-R angiotensin receptor subtype 2
ATP adenosine triphosphate
β2AR β2-adrenergic receptor
BSA bovine serum albumin
CaMK II Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II
cDNA complementary DNA
cAMP adenosine 3’, 5’-monophosphate
DAG diacylglycerol
DEPC diethylpyrocarbonate
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
CTD carboxyl-terminal domain
dNTPs deoxynucleotide triphosphates
DYN dynamin
ECL enhanced chemiluminescence
EGF epidermal growth factor
EGFR epidermal growth factor receptor
EGTA ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
EMEM Eagle’s minimum essential medium
ERK extracellular signal-regulated kinase
FCS fetal calf serum
iii
FERM 4.1-ezrin-radixin-moesin
GDI guanine nucleotide dissociation factor
GDP guanosine diphosphate
GEF guanine nucleotide exchange factor
GFP green fluorescent protein
GPCR G protein-coupled receptor
GRK G protein-coupled receptor kinase
GTP guanosine triphosphate
HA hemagglutinin
HB-EGF heparin-binding EGF-like growth factor
HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid
HRP horseradish peroxidase
HEK293 human embryonic kidney 293
NP40 nonident P-40
IgG immunoglobulin G
IP3 inositol 1,4,5-trisphosphate
JAK/STAT janus kinase/signal transducer and activator of transcription
mAChR muscarinic acetylcholine receptor
mRNA messenger ribonucleic acid
MAPK mitogen-activated protein kinase
MMP matrix metalloprotease
FERM four point one/ezrin/radixin/moesin
NFAT nuclear factor of activated T cells
PBS phosphate buffered saline
PCR polymerase chain reaction
PDGF platelet-derived growth factor
PLC phospholipase C
PMA phorbol 12,13-myristate acetate
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride
iv
PKA protein kinase A
PKC protein kinase C
PKG protein kinase G
PH pleckstrin homology
PTH parathyroid hormone
PTHR parathyroid hormone receptor
PTHR-C carboxy terminus of parathyroid hormone receptor
PTX pertussis toxin
PVDF polyvinylidene difluoride
RA renin-angiotensin
RGS regulator G protein-signaling
RT reverse transcription
SABD spectrin/actin-binding domain
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
S.E.M. standard error of mean
TBS tris-buffered saline
TBST tris-buffered saline containing Tween 20
Tctex-1 t-complex testis expressed-1
Tris tris (hydroxymethyl) aminomethane
1第 1章　緒言
　個体の生命現象は無数の細胞機能の集大成であり、それらがネットワークを
作りながら外界からの刺激に応じて統一された機能を発揮している。したがっ
て、個々の細胞が外界から情報を受けたときに、どのように細胞内へ情報伝達
が行われているのかを解析しその生理的意義を解明することは、生物個体にお
ける情報伝達系を解明することに繋がる。また、医薬品は生体内の何らかの分
子を標的としていることから、これらの細胞情報伝達系の解明は、医薬品の作
用機序をより詳細に理解すると共に、副作用の発症機構の理解および軽減にも
繋がるものと思われる。さらに、新たな細胞内への情報伝達調節機構が明らか
にされることは、医薬品の新たな標的分子を見出すことにも繋がる。
　神経伝達物質、ホルモン、サイトカインや増殖因子などは外界からの刺激に
応じて産生・分泌されて標的細胞へ到達すると、その細胞内に様々な反応を惹
起して生理的役割を果たす。この時、これらの生理活性物質が直接作用する分
子が「細胞膜受容体」である。細胞膜受容体はその形状および機能から、大き
く分けて 7回膜貫通型の Gタンパク質共役型受容体 (G protein-coupled receptor;
GPCR)、増殖因子受容体 (receptor of tyrosine kinase)、ならびにイオンチャネル
型受容体 (ion channel) の三つに分類される (Fig. 1-1)。そのうち、GPCR は現
在臨床で用いられている薬物の約半数が作用点とする部位である (1)。従って、
GPCR を介する細胞情報伝達機序、ならびにその調節機構の解明は、薬の分子
作用機序の解明や安全な薬物の使用法の確立、さらに新しい GPCR 作動薬の創
薬研究において極めて重要である。
2　GPCR に連関する三量体 G タンパク質はα、βおよびγの三量体からなってお
り、百日咳毒素やコレラ毒素に対する感受性の違いから Gαs、Gαi および Gαq
ファミリーに、さらに遺伝子の解析により見つけられた Gα12ファミリーを加え
て大きく 4つに分類されている (Table 1-1)。
Table 1-1. Classification of trimeric G proteins
Class Member DistributionToxin sensitivity Substrate
Gαs
Gαs
Gαolf
Cholera toxin GeneralOlfactory bulb
Adenylyl cyclase (stimulation)
Ca2+ channel
Gαi
Gαi1, Gαi2, Gαi3
Gαo1, Gαo2
Gαt1, Gαt2
Gαgust
Pertussis toxin
General
Brain, Neuron
Retina
Taste bub
Adenylyl cyclase (inhibition)
K+ channel, Ca2+ channel
cGMP phosphodiesterase (Gαt)
Gαq
Gαq, Gα11
Gα14
Gα15
Gα16
General
Ling, Kidney, Liver
T cell
B cell
Phospholipase Cβ
Btk tyrosine kinase (Gαq)
Gα12
Gα12
Gα13
General
p115Rho-GEF (Gα13)
Btk tyrosine kinase (Gα12)
Gap1m (Gα12)
3　それぞれの受容体によって連関する三量体 G タンパク質が異なるため、外界
からの生理活性物質ごとに、その生理機能が多様になることを可能にしている。
これら Gαタンパク質は、外界からの刺激によって受容体が活性化されると、
グアノシン二リン酸 (guanosine diphosphate; GDP) 結合型の不活性状態からグア
ノシン三リン酸 (guanosine triphosphate; GTP) 結合型の活性化状態になり、GTP
と結合したαサブユニットがβγサブユニットから解離して標的酵素の活性化を
引き起こす (Fig. 1-2)。
　例えば、Gαqが活性化されるとホスホリパーゼ C を活性化し、ホスファチジ
ルイノシトール (4,5)-二リン酸が分解されてイノシトール 1,4,5-三リン酸 (IP3)
とジアシルグリセロール (diacylglycerol; DAG) が産生される (2,3)。IP3 は小胞
体膜上に存在する IP3 受容体に作用し細胞質への Ca2+放出を引き起こすのに対
し、ジアシルグリセロールはプロテインキナーゼ C (protein kinase C; PKC) の活
性化を引き起こす。また、Gαsの活性化は細胞膜タンパク質であるアデニル酸
シクラーゼを活性化し、アデノシン三リン酸 (adenosine triphosphate; ATP) から
サイクリック AMP (adenosine 3’,5’-monophosphate; cAMP) の産生と、それに引
4き続くプロテインキナーゼ A (protein kinase A; PKA) の活性化を引き起こす (2)。
Gαiの活性化は逆に、アデニル酸シクラーゼの不活性化を引き起こす (2)。一方、
Gα12および Gα13が活性化されると、低分子量 Gタンパク質 Rhoの活性化や Rho
キナーゼの活性化を引き起こした後、アクチン細胞骨格の構築により細胞形態
を変えることが知られている (2)。また、αサブユニットのみならずβγサブユニ
ットも下流シグナルの伝達に関わっていることが明らかになっている。
　この様に、三量体 G タンパク質を介するシグナル伝達の基本的な機構は解明
されたが、その一方でこのシグナル伝達は様々に、また複雑に調節されている
ことも明らかになってきた。現在までに明らかになっている制御機構の一部を
記す (Fig. 1-3)。
5　最初に、一つの GPCRに共役する三量体 Gタンパク質は複数であることが挙
げられる (Fig. 1-3) (4)。例えば、アンジオテンシン 1型受容体は Gαq、Gαiおよ
び Gα12/13と共役しており (5)、また、副甲状腺ホルモン受容体は Gαs、Gαq、Gαi
や Gα12/13と共役する (6,7) など、非常に多くの GPCRが複数の三量体 Gタンパ
ク質と共役している (4)。
　さらに、ある種の三量体 G タンパク質は、異なる種の三量体 G タンパク質
のシグナル伝達活性を調節することも知られている (Fig. 1-3) (8)。すなわち、
Gαiによって Gαqシグナルが増強されることや、Gαq によって Gαsシグナルが
増強されることが知られている (8)。前者の例としては、ノルアドレナリン受
容体やヒスタミン受容体の Gαqを介するウサギ大腿動脈血管収縮の用量-反応曲
線が、Gαi共役型のニューロペプチド Y 受容体シグナルによって左にシフトす
ること (9) や、ノルアドレナリン受容体の Gαqを介するウサギ胸部血管収縮が
Gαi共役型のセロトニン受容体シグナルによって増強すること (10) が報告され
ている。また、ATP受容体 (P2Y2および P2Y4) の Gαqを介するホスファチジル
イノシトールリン脂質代謝回転が、Gαi共役型のアデノシン A1受容体シグナル
によって増強することも報告されている (11)。後者の例としては、β-アドレナ
リン受容体やアデノシン A2受容体の Gαsを介する cAMP産生が、それぞれ Gαq
共役型のα1-アドレナリン受容体やヒスタミン H1 受容体シグナルによって増強
することが報告されている (12,13)。またこれらの組合せ以外にも、トロンボキ
サン A2受容体の Gα12/13介する血小板活性化反応が Gαi共役型のアデノシン受容
体シグナルによって増強することも報告されており (14)、三量体 Gタンパク質
間におけるクロストークの複雑性が示されている。
　三量体 G タンパク質自体の活性を直接制御する機構も存在する。活性化した
Gαタンパク質は、その固有の GTPase 活性によって GTP を GDP へと分解し、
6シグナル伝達は終了する。近年、Gαタンパク質の活性を負に調節する因子とし
て regulator of G protein-signaling (RGS) が注目を集めている  (Fig. 1-3) (15-17)。
現在 25種類以上もの RGSファミリーが同定されている (Fig. 1-4) (18)。RGSフ
ァミリーにはいずれも共通の RGS ドメインが存在するが、一方で、PSD-
95/Dlg/ZO-1 (PDZ) ドメイン、Gγ-like (GGL) ドメイン、Dishevelled (DEP) ドメ
インなどの RGS ドメインの他に存在する機能配列モチーフによって、A/RZ、
B/R4、C/R7、D/R12、E/RA、F/GEF、G/GRK、H/SNX および atypical の 9 つの
サブファミリーに分類されている (Fig. 1-4) (18,19)。RGS ファミリーの中でも
A/RZ サブファミリー、B/R4 サブファミリーや C/R7 サブファミリーは、Gαタ
ンパク質に会合してその GTPase 活性を高めることで GPCR のシグナル伝達を
Fig. 1-4. The RGS families of 
proteins. Sequence identities within
the RGS domain establish nine 
mammalian subfamilies: RZ (A), R4
(B), R7 (C), R12 (D), RA (E), GEF
(F), GRK (G), SNX (H) and 
atypical. A schematic diagram 
depicting the structural motifs 
present in a representative member 
(shown by a ‘*’) of each RGS 
family is shown and defined in the 
boxed inserts. The names of all the 
members of each family are listed 
on the right. Individual members of
the different subfamilies do not 
contain all the motifs of the 
represented member of the 
subfamily. For example, the R12 
RGS10 is a small protein that 
contains only the RGS domain. 
Abbreviations used to describe the 
different domains are as follows: 
AH, Amphipathic Helix; βCat, β-
Catenin interacting domain; CYS, 
polycysteine region or cysteine 
string; DEP, Dishevelled domain; 
DH, dbl homology domain; DIX, 
Dishevelled-Interact ing domain;
GGL, Gγ-like domain; GoLoco, Gαi/o-Loco-interacting domain; GSK3β, Glycogen Synthase Kinase 3β-
interacting domain; PDZ, PSD-95/Dlg/ZO-1 domain; PDZ Binding Motif, PSD-95/Dlg/ZO-1 Binding
Motif; PP2A, Phosphatase 2A-interacting domain; PTB, Phospho-Tyrosine Binding domain; PX,
phosphatidylinositol binding domain; PXA, phosphatidylinositol-associated domain; RBD, Rap1/2- or Ras
Binding Domain; PH, Pleckstrin Homology domain; RGS, Regulator of G-protein-Signalling domain;
Ser/Thr Kinase, Serine/Threonine Kinase; TM, Trans-Membrane domain.
G. Jean-Baptiste et. al., Cell. Mol. Life Sci. 63 (2006) 1969-1985
7抑制する (18)。さらに、RGS の GAP 活性によって GDP 結合型の不活性型 Gα
になるが、これによって Gαのリサイクルおよび GPCR の再感作が引き起こさ
れる (20)。RGS の中には、E/RA サブファミリー、H/SNX サブファミリーおよ
び atypical サブファミリーのように GAP 活性を持たない RGS ファミリーの存
在も知られている (18)。
　また RGSとは逆に、Gタンパク質活性を正に制御する activator of G protein-
signaling (AGS) が存在する (Fig. 1-3) (21)。AGS ファミリーは現在 10 種類
(AGS1~10) 同定されており、いずれも受容体活性非依存的に G タンパク質を
活性化する (22)。AGSは、その機能から大きく 3つに分類されている (Table 1-2)。
グループ 1 の AGS ファミリーには AGS1 が分類されており (22)、Gαi2のグア
ニンヌクレオチド交換因子 (guanine nucleotide exchange factor; GEF) として作用
し、Gαi2を直接活性化する (23,24)。グループ 2 の AGS ファミリーには AGS3
~6 が分類されており  (22)、これらはグアニンヌクレオチド解離阻害因子
(guanine nucleotide dissociation inhibitor; GDI) であり、Gαi/oの GDP結合型を安定
化することによって、Gαi/oと Gβγとの結合を妨げる (22)。この作用によって、
受容体刺激非依存的な Gβγシグナルに関与することが考えられているが、詳細
なメカニズムは明らかにされていない (22)。グループ 3 の AGS ファミリーに
は AGS2、7~10 が分類されており、Gβγと直接結合することで Gβγの活性化に
関与する (22)。以前 AGS2 は、微小管に沿った細胞内物質輸送に関わる細胞質
ダイニンのうち、軽鎖の 1種である t-complex testis expressed-1 (Tctex-1) である
ことが報告された (25)。その後、細胞質ダイニンに組み込まれない Tctex-1 が
Gβγと直接結合することで神経細胞の分化を異常に促進することが見出される
など、グループ 3 AGSファミリーの生理的意義が明らかになりつつある (26,27)。
8　このように、三量体 G タンパク質の活性は非常に複雑に制御されている。さ
らに、GPCRのシグナル伝達は、GPCRのリン酸化、および (それに伴う) 細胞
内局在変化によっても調節されている。
　GPCR はアゴニストによって刺激されると細胞内反応を惹起するが、次いで
GPCR自身がリン酸化を受けることによって、脱感作反応がもたらされる (28)。
脱感作反応には、受容体のリン酸化初期にみられる受容体と三量体 G タンパク
質の脱共役や、さらに時間が進むとみられる受容体のインターナリゼーション
がある (Fig. 1-5) (29)。
　リン酸化に関与するタンパク質として広く認知されているものが G タンパク
質共役型受容体キナーゼ (G protein-coupled receptor kinase; GRK) である (30)。
1980 年中頃までは、GPCR のリン酸化はセカンドメッセンジャーである cAMP
や DAG を介した PKA および PKC の活性化によって起こされると考えられて
いた (31)。しかし 1986年、PKA機能を欠損した細胞においてもβ2-アドレナリ
ン受容体のリン酸化や脱感作が引き起こされることから、セカンドメッセンジ
ャー経路以外にも GPCR をリン酸化するタンパク質の存在が示唆された (32)。
Table 1-2. Classification of AGS proteins
Classification Alternate names G-protein selectivity Properties
Group 1 (GEF)
AGS1 Dexras1, RASD1 Gαi2, Gαi3 Ras family member
Group 2 (GDI)
AGS3
AGS4
AGS5
AGS6
GPSM1
GPSM3
LGN, GPSM2
RGS12
Gαi2, Gαi3
Gαi2, Gαi3
Gαi3
Gαi3
Four GRP domains
Four GRP domains
Four GRP domains
One GRP domain
Group 3 (Gβγ)
AGS2
AGS7
AGS8
AGS9
AGS10
Tctex-1, DYNLT1
TRIP13
KIAA1866, FNDC1
Rpn10
Gαo
Gαi2, Gαi3, Gαs, Gα16
Gαi2, Gαi3, Gαs, Gα16
Gαi2, Gαi3, Gαs, Gα16
Binds Gβγ
Binds Gβγ
Binds Gβγ
Binds Gβγ
9そのキナーゼとして見出されたのがβ-アドレナリン受容体キナーゼ (β-ARK)
であり、現在 GRK と呼ばれている (33)。GRK によってリン酸化された GPCR
はさらに、β-アレスチンと結合することによってインターナリゼーションを引
き起こす (30)。現在では、PKA、PKC および GRK の他、プロテインキナーゼ
G (protein kinase G; PKG) が GPCRのリン酸化に関わるキナーゼとして考えられ
ている (28,34,35)。
　PKAや PKCによってリン酸化・脱感作される GPCRとして、プリン P2Y1受
容体 (36) やドパミン D3受容体 (37) が報告されており、これら GPCRは GRK
による脱感作を受けない。一方で、β2-アドレナリン受容体のように、PKA に
よるリン酸化と GRK によるリン酸化の両方を受ける受容体も報告されている
(33)。また、セカンドメッセンジャーを介してリン酸化された後、GPCR はア
10
レスチン依存的にインターナリゼーションおよび脱感作反応を受けることがド
パミン D2受容体 (38)、カルシウム感知受容体 (39) およびδ-オピオイド受容体
(40) において報告されている。
　大部分の GPCR は、アゴニストによって刺激されると GRK によってリン酸
化され、アレスチンとの結合を介して細胞内に局在するようになる (41)。GPCR
中でGRKによってリン酸化される部位は第 3ループあるいはC末端である (41)。
しかし、例えば M2ムスカリンアセチルコリン受容体やα2Cアドレナリン受容体
のように、C 末端がとても短いためにセリン/スレオニンを殆どあるいは全く含
まないが第 3 ループが非常に長い GPCR では、第 3 ループが GRK によってリ
ン酸化される (42,43)。一方、β2-アドレナリン受容体のように第 3 ループが短
く C 末端が長い GPCR の場合、C 末端が GRK によってリン酸化される (44)。
GPCR 中で GRK によってリン酸化されるアミノ酸はセリン/スレオニンである
が、コンセンサス配列は明らかにされていない (41)。
　GRK は現在、異なる遺伝子にコードされる 7 つのファミリー (GRK1~7) が
見出されている (30)。GRK1と GRK 7はそれぞれ網膜桿体細胞と錐体細胞に発
現しており、また、GRK4は小脳、精巣および腎臓に限局して発現している (30)。
一方、GRK2、GRK3、GRK5および GRK6は哺乳類組織に広く発現している (30)。
これら GRK は、構造および機能的特徴から大きく 3 つのグループに分類され
ている。すなわち、GRK1と GRK7は pleckstrin homology (PH) ドメインを有し
ており、GRK2と GRK3は三量体 Gタンパク質 Gβγやホスファチジルイノシト
ール 4,5-二リン酸依存的に細胞膜に局在し、また、GRK4、GRK5および GRK6
は細胞膜において恒常的に活性状態を保っている (45)。
　GRKやβ-アレスチンによる GPCRの制御機構について、分子レベルでの研究
が進んでいる (46)。インターナリゼーションそのものの生理的意義については、
以前よりシグナル伝達の脱感作に繋がることが考えられていたが (Fig. 1-6A)、
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一方最近では、脱感作のみならず、新たなシグナル伝達の発生にも重要である
ことが見出されている (Fig. 1-6B)。しかし、これら GRK やβ-アレスチンによ
る GPCR の制御機構については、その分子メカニズムや生理的意義に未解明な
部分が多く、議論の余地が残されている。
　一方、GPCRの C末端には様々な細胞内タンパク質が会合し、それらは GPCR
の局在を決定する作用や、シグナル分子の足場タンパク質としての作用を持つ
ことから、GPCR の機能を制御するためには非常に重要であると考えられてい
る (47,48)。GRK やβ-アレスチン以外にも、GPCR の C 末端に会合するタンパ
ク質が多数報告されている (Table 1-3)。しかし、GPCR の多彩な制御メカニズ
ムを解明する上で、それら会合タンパク質の生理的意義が十分に解明されたと
は言えず、GPCR の C 末端に会合する新たな細胞内タンパク質を探索し、それ
らの機能を解明することが必要不可欠である。
Fig. 1-6. Signal transduction by seven transmembrane receptors. (A) Classical paradigm. The active
form o f the receptor stimulates heterotrim er ic G prote in s and i s ra pi dl y phosphoryla te d by G
protein–coupled receptor kinases (GRKs), which leads to β-arrestin recruitment. The receptor is thereby
desensitized, and the signaling is stalled. (B) New paradigm. β-Arrestins not only mediate desensitization of
G protein–signaling but also act as signal transducers themselves.
Robert J. Lefkowitz and Sudha K. Shenoy, Science 308 (2005) 512-517
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　以上のような背景から、GPCR のリン酸化が GPCR の生理作用に与える影響
について、「第 2 章　アンジオテンシン 1 型受容体カルボキシル末端のリン酸
化によるシグナル伝達制御機構の解明」にて検討し、また、C 末端結合タンパ
ク質が GPCR の機能について与える影響について、「第 3 章　副甲状腺ホルモ
ン受容体カルボキシル末端に会合するタンパク質による受容体制御機構の解
明」について詳細に検討した。
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　　　　　　　　　　　Nakahata and Saito, YAKUGAKU ZASSHI, 127, 3-14 (2007) より一部改変
Table 1-3 Intracellular proteins interacted with C-terminus of GPCR
Intracellular proteins GPCRs (references)
ARIP/MAGI-2 5-HT2A, 2C (J. Biol. Chem., 279, 20257, 2004 )
AKAP-250 β2 (J. Biol. Chem., 276, 24005, 2001)
ARF4 Rhodopsin (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 102, 3301, 2005)
CREB2 (ATF4)/ATFx GABAB1/B2 (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 13967, 2000)
ATRAP AT1 (J. Biol. Chem., 274, 17058, 1999)
CIPP 5-HT2A (J. Biol. Chem., 279, 20257, 2004)
CLIC6 D2, D3, D4 (Brain Res. Mol. Brain Res., 117, 47, 2003)
COPI D1 (Eur. J. Cell Biol., 81, 77, 2002)
4.1N, 4.1G GluR1 (J. Neurosci., 20, 7932, 2000)
Dishevelled Frizzled (Dev. Dyn., 218, 671, 2000)
Dlgh3/MPP-3 5-HT2C (J. Biol. Chem., 279, 20257, 2004)
DRIP78 D1 (Nat. Cell Biol., 3, 492, 2001)
Filamin A mGlu4a, 5a, 5b, 7a, 7b, 8a (FEBS Lett., 514, 184, 2002)
Gβγ/CaM mGlu7a, 7b (Science, 286, 1180, 1999)
GIPC D2, D3 (Mol. Biol. Cell, 15, 4926, 2004)
eNOS AT1, B2, ETB (Biochem. J., 343, 335, 1999)
Homers1, 3 mGlu1a, 5a (Nature, 411, 962, 2000; Mol. Cell. Neurosci., 20, 323, 2002)
JAK2 AT1 (J. Biol. Chem., 272, 23382, 1997)
NCS-1 D2 (J. Neurosci., 22, 8476, 2002)
NEHRF/EBP50 β2 (Nature, 401, 286, 1999)
Periplakin
PICK-1 mGlu7a, 7b (J. Neurosci., 20, 7252, 2000; Biochem. J., 372, 183, 2003)
PSD-95 5-HT2A, 2C (J. Biol. Chem., 279, 20257, 2004)
Shank1 CL1 (J . Biol. Chem., 275, 36204, 2000)
Siah1A mGlu1a, 5 (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 95, 8496, 1998)
Src β3 (J. Biol. Chem., 275, 38131, 2000)
Syntenin mGlu7a, 7b (Biochem. J., 372, 183, 2003)
Tamalin mGlu1a (J. Neurosci., 22, 1280, 2002)
Tctex-1 PTH1 (Biochem. Biophys. Res. Commun., 311, 24, 2003)
Veli-3 5-HT2C (J. Biol. Chem., 279, 20257, 2004) 
SAP102
SAP97 5-HT2A, 2C (J. Biol. Chem., 279, 20257, 2004) 
5-HT2C (J. Biol. Chem., 279, 20257, 2004) 
β1 (J. Biol. Chem., 278, 26295, 2003)
µ (Mol. Pharmacol., 64, 1092, 2003)
β1 (J. Biol. Chem., 276, 41310, 2001)
P2Y1 (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 95, 8496, 1998)
κ (J. Biol. Chem., 279, 25002, 2004)
PTH1 (J. Peptide Res., 65, 411, 2005)
µ (J. Biol. Chem., 278, 33400, 2003)
β1 (J . Biol. Chem., 279, 20257, 2004)
14-3-3 PTH1 (Biochim. Biophys. Acta, 1620, 32, 2003)
ATIP AT2 (J. Biol. Chem., 279, 28989, 2004)
PLZF AT2 (EMBO. J., 22, 6471, 2003)
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第 2章　アンジオテンシン 1型受容体カルボキシル末端のリン酸化
によるシグナル伝達制御機構の解明
2-1. 序論
　アンジオテンシン II (angiotensin II; Ang II) は血圧調節や水・電解質のホメオ
スタシスに関与するレニン-アンジオテンシン (renin-angiotensin; RA) 系におい
て直接活性を示す主要ペプチドである。RA系には循環 RA系と組織 RA系が存
在しており、循環 RA 系では、肝臓で合成されたアンジオテンシノーゲンが腎
臓の傍糸球体細胞で分泌されるレニンによって、循環血液中でアンジオテンシ
ン I (angiotensin I; Ang I) に変換される (49)。Ang Iは 10個のアミノ酸からな
る不活性なペプチドである。Ang I は、肺や血管内皮細胞に存在するアンジオ
テンシン変換酵素 (angiotensin converting enzyme; ACE) によって 8個のアミノ
酸からなる強力な昇圧物質である Ang IIとなる (49)。組織 RA系では、血管、
腎臓、脳、副腎、卵巣などの局所で産生されたアンジオテンシノーゲンが、局
所で産生されたレニンにより Ang Iに変換される (49,50)。Ang Iから Ang IIへ
の変換は、ほとんど全ての組織において ACE によって行われる他、心臓、腎
臓、血管などにおいてはキモトリプシン様セリンプロテアーゼであるキマーゼ
によっても行われる (50)。その他、Ang Iを Ang IIへ変換する酵素としては、
カテプシン G、キモスタチン感受性アンジオテンシン II 産生酵素 (chymostatin-
sensitive Ang II-generating enzyme; CAGE)、組織プラスミノーゲンアクチベータ
ーやトニンが知られている (51)。
　Ang II受容体には主にアンジオテンシン 1型受容体 (AT1-R) とアンジオテン
シン 2型受容体 (AT2-R) の 2種類のサブタイプが存在しており、不確定ながら
3型受容体や 4型受容体の存在も示唆されている (50)。AT1-R と AT2-R は共に
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三量体 Gタンパク質共役型受容体であるが、相同性は 32-34%と低い (52)。
　AT1-R は血管平滑筋、腎臓、子宮、心臓、肺、脳など様々な組織に分布して
おり (53)、ラットにおいては異なる遺伝子に由来する AT1A-R と AT1B-R の二
つのアイソフォームが知られているが、現在のところヒトにおいては AT1-R の
アイソフォームは 1 つであると考えられている (54)。ラット AT1A-R および
AT1B-R とヒト AT1-R のタンパク質配列における相同性は、それぞれ約 94%と
同程度であること、また、ラット AT1A-R、AT1B-R、およびヒト AT1-Rは共に、
主として Gαqを介したシグナル伝達を引き起こす (55)。これらのことから、ヒ
ト AT1-Rがラット AT1-Rおよび AT1B-Rのどちらに分類されるのか明確ではな
い。AT1-Rは多様な細胞情報伝達系と共役しており、古くから知られている Ang
IIの作用のほとんどが AT1-Rを介して引き起こされると考えられている。
　AT1-R は三量体 G タンパク質である Gαq/11との共役によりホスホリパーゼ C
(phospholipase C; PLC) 活性化を介してイノシトール 1,4,5-三リン酸 (inositol
1,4,5-trisphosphate) やジアシルグリセロール (diacylglycerol; DAG) の産生を促
進し、 [Ca2+]i 上昇、Ca2+/カルモデュリン依存性プロテインキナーゼ II
(calmodulin-dependent protein kinase II; CaMKII) やプロテインキナーゼ C (protein
kinase C; PKC) の活性化をもたらす (56)。また、同じく三量体 Gタンパク質で
ある Gαi/oとの共役により、サイクリック AMP (cyclic AMP; cAMP) 濃度を低下
させ、プロテインキナーゼ A (protein kinase A; PKA) の活性を低下させる (57)。
さらに、Gα12/13との共役により、外液 Ca2+流入を促進して[Ca2+]i を変化させる
ことや (58)、活性酸素種の生成を介して NFAT (nuclear factor of activated T cells)
の活性化を起こすことなどが知られている  (59)。一方、extracellular signal-
regulated kinase (ERK) や janus kinase/signal transducer and activator of transcription
(JAK/STAT) 系の活性化により、細胞増殖に関与する遺伝子転写機構を介して
血管細胞の増殖肥大にも関与する (60,61)。AT1-R を介したマトリックスメタロ
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プロテアーゼ  (matrix metalloprotease; MMP) の活性化による heparin-binding
EGF-like growth factor (HB-EGF) などの上皮成長因子 (epidermal growth factor;
EGF) 様リガンドの切り出しにより、EGF 受容体  (epidermal growth factor
receptor; EGFR) へのトランスアクチベーションを起こすことも報告されている
(62-64)。
　また、AT1-R の細胞内部分は、その機能発現に重要であることが知られてい
る (Fig. 2-1)。例えば、Gαqタンパク質との連関には D125~Y127の DRYモチーフ
が重要であると考えられている (65)。また、MMP の活性化による HB-EGF な
どの各種 EGF 様リガンドの切り出しによって、EGFR へのトランスアクチベー
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ションが引き起こされることが報告されており、この作用には AT1-R の Y319が
重要であることが明らかになっている (62,66)。AT1-R を刺激すると、ERK1/2
や JAK/STAT 系の活性化により細胞増殖に関与する遺伝子転写機構を介た血管
細胞の増殖肥大が引き起こされるが、ERK1/2 の活性化には上記のような三量
体 Gタンパク質を介した経路や EGFR のトランスアクチベーションを介した経
路が知られており、さらにそれ以外に AT1-R のインターナリゼーション経路も
示唆されている (67)。
　AT1-Rは Ang IIによって刺激されると、Gタンパク質共役型受容体キナーゼ
(G protein-coupled receptor kinase; GRK) によって C末端のセリン/スレオニン残
基 (T332、S335、T336 および S338) がリン酸化され、次いでβ-アレスチンがリクル
ートされた後に、ダイナミンなどの分子を介して細胞内へインターナリゼーシ
ョンするが (Fig. 2-1)、このインターナリゼーションによる細胞膜からの AT1-R
量の減少が脱感作の 1つのメカニズムである (68,69)。実際、rAT1A-Rの S329を
ストップコドンに置換することで S329 から E359 を欠損した rAT1A-R 変異体
(rAT1A-Δ329) は、脱感作せず、また Ang II で刺激した場合にもインターナリ
ゼーションを引き起こさない (70)。一方で、β-アレスチンを RNAi によってノ
ックダウンすることで AT1-R のインターナリゼーションを抑制した場合には、
ERK1/2 の持続的なリン酸化が抑制されたことから、AT1-R がインターナリゼ
ーションすることで初めて活性化されるシグナル伝達の存在も示唆されている
(67)。このように、インターナリゼーションがシグナル伝達に与える影響につ
いては相反することが報告されているため、インターナリゼーションの生理的
意義についての議論がなされている。
　一方、AT2-R の作用としては降圧作用、細胞増殖抑制作用やアポトーシス促
進作用などが明らかになっており、これは AT1-R の作用に拮抗することから、
その情報伝達系も AT1-R を介する情報伝達系を負に制御するような経路が主要
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であると考えられている (71)。AT2-R は細胞によっては Gαiとの共役が示され
ているものの (72)、その受容体刺激効果が PTX 非感受性である細胞や、Gαi共
役型受容体で観察される cAMP産生量の低下や細胞増殖系シグナルが AT2-R刺
激では認められない細胞もあるなど、不明な点が残されており、未知の三量体
G タンパク質と共役している可能性を示唆する報告もある (73)。AT2-R の機能
として最も良く知られているものはホスファターゼの活性化である。AT2-R は
Gαi/oとの共役によりセリン/スレオニンホスファターゼであるプロテインホスフ
ァターゼ 2A (protein phosphatase 2A; PP2A) を活性化し、K+チャネルを活性化す
ると報告されている (74)。また、MAPK phosphatase-1 (MKP-1) の誘導による
ERK1/2脱リン酸化にも Gαi/oの関与が報告されている (75)。一方、SH2 domain-
containing phosphatase-1 (SHP-1) の活性化はGTPγSや百日咳毒素 (pertussis toxin;
PTX)によって阻害されないことから、三量体 G タンパク質を介さないと考え
られている (76)。
　脳において、AT1-R は視床下部や脳幹を中心に豊富に存在し、血圧調節、水
および電解質の調節、あるいは神経伝達因子分泌に影響している (77)。また AT1
は、学習や記憶にも影響を与える (77)。一方、AT2-R は内側膝状体や青斑核、
下オリーブ核などのノルアドレナリン作動性神経に富む部位に多く存在してお
り (78)、AT1-R が大量に発現している循環機能を調節している部位には殆ど存
在しない (79)。AT2-R の脳における機能はあまり明らかになっていないが、浸
透圧の調節など AT1-R の中枢における機能の阻害や、細胞骨格系タンパク質の
制御を介した神経細胞の分化、再生や保護に重要な役割を持っている (80)。ま
た、ノルアドレナリン作動性神経に富む部位に多く発現するため、集中力や覚
醒レベルなどの意識や知覚を調製している可能性もある (77)。AT2-R は脳保護
作用を持つ可能性も考えられているが、まだ未解明な部分が多く残されている
(81)。
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　AT2-R は胎児では広範囲、高レベルに発現しているが、生後その発現量は急
速に減少し、成体では脳や腎臓、心臓、血管平滑筋など限られた部位にのみ発
現が認められる (82)。一方で、AT2-R は血管障害や心筋梗塞後の心血管リモデ
リング、脳梗塞や腎不全時などの病態時に再発現することなどが知られており、
AT1-R と AT2-R の発現バランスが血圧の維持や神経機能の維持などに重要であ
ると考えられる (82,83)。しかし、AT2-R の発現調節の詳細な機構は明らかにな
っておらず、AT1-R を介した AT2-R 発現調節機構を解明することは、意義のあ
ることと考えられる。
　以上のことから本章では、PKC および GRK による GPCR シグナル伝達の調
節機序を明らかにすることを目的とし、AT1-R を GPCR の代表として用いた。
そしてはじめに、AT1-Rシグナル伝達における PKC活性化の及ぼす影響を検討
した。さらに、AT1-Rの C末端のリン酸化が AT1-Rシグナル伝達に与える影響
を、GRK によるリン酸化部位を欠損した AT1-R 変異体を用いて、AT1-R を介
した AT2-Rの発現量調節を指標にして解析した。
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2-2. 実験方法
2-2-1　薬物および試薬
　Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) は日水製薬 (Tokyo, Japan) から
購入した。ウシ胎児血清 (FCS) はBiological Industry (Israel) より、ウマ血清 (HS)、
Lipofectamine 2000 Reagent、および Alexa594融合抗マウス IgG抗体は Invitrogen
(Carlsbad, CA, U.S.A.) よりそれぞれ購入した。Angiotensin IIはペプチド研究所
(Osaka, Japan) から購入した。Candesartan は武田薬品工業株式会社  (Osaka,
Japan) から、YM254890 はアステラス製薬株式会社 (Tokyo, Japan) からそれぞ
れ提供された。百日咳毒素は List Biological Laboratoriesから購入した。AG1478
は Calbiochemから購入した。PD123319、抗 FLAG M2抗体、抗β-アクチン抗体、
および TRI reagentは Sigma Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.) から購入した。抗
PKCα 抗体および抗 PKCε抗体は BD Bioscience (San Jose, CA, U.S.A.) より購入
した。抗 PKCζ 抗体は Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, U.S.A.) よ
り購入した。 Bisindolylmaleimide I (GF109203X) は和光純薬 (Osaka, Japan) よ
り購入した。Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) kitは Toyobo
(Osaka, Japan) より購入した。[3H]Myo-inositolは GE Healthcare (Buckinghamshire,
England) より、[125I]Sar1,Ile8-Ang II および[32P]orthophosphate は Perkin Elmer
(Waltham, MA, U.S.A.) よりそれぞれ購入した。HRP融合抗ウサギ IgG抗体およ
び U0126は Cell Signaling Technology (Beverly, MA, U.S.A.) から購入した。Fura
2-AM {1-[6-amino-2-(5-carboxy-2-oxazolyl)-5-benzofuranyloxy]-2-(amino-5-methyl-
phenoxy) ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, pentaacetoxymethyl ester} は同仁化学研
究所 (Kumamoto, Japan) より購入した。
　その他の試薬は市販の特級試薬あるいはこれに相当するものを用いた。
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2-2-2　プラスミド
　FLAG-hAT1-WT/pCAGGS および FLAG-hAT1-327STOP/pCAGGS は信州大学
医学部薬理学教室の千葉茂俊教授、稲田洋一博士より供与して頂いた。
Dynamin-wild type/pEGFP-N1および dynamin-K44A/pEGFP -N1は Dr. Philip Stork
(Vollum Institute, Oregon Health Sciences University, OR) より供与して頂いた。
2-2-3　細胞培養
　ラット副腎髄質腫瘍由来細胞 (PC12細胞) は、10% FCS、5% HS及び抗生物
質 (50 µg/mL ストレプトマイシン、50 units/mL ペニシリン) を含んだ DMEM
を用いて継代培養した。細胞は 37°Cに保温した 5% CO2を含むインキュベータ
ー中にて培養し、メディウムは 3~4 日間隔で交換した。また、ラット AT2-R
(rAT2-R) の発現量を一定に保つために約 1ヶ月ごとに細胞を起こしなおした。
　ヒトアストロサイトーマ細胞 (1321N1 細胞) は、5% FCS 及び抗生物質 (50
µg/mL ストレプトマイシン、50 units/mL ペニシリン) を含んだ Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) を用いて継代培養した。細胞は 37°C に保温
した 5% CO2を含むインキュベーター中にて培養し、メディウムは 3~4日間隔
で交換した。
2-2-4　トランスフェクション
　PC12細胞を 60 mm dishに 5 x 105 cells/mlで播種し、翌日 8 µgの DNAと 16 µL
の Lipofectamine 2000 Reagentを混合し、トランスフェクションを行った。なお、
35 mm dishを用いた場合の DNAおよび試薬は全て 60 mm dishの半量とした。
トランスフェクションの翌日にメディウムの交換あるいは播種を行い、さらに
次の日に実験に使用した。
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2-3-5　プロテインキナーゼ C活性測定のためのサンプル調製法
　プロテインキナーゼ C (PKC) の活性は、PKC の細胞内局在変化を指標にし
て測定した。まず、1321N1細胞を 60 mmディッシュに 5 x 105個/wellで播種し、
2日後に実験に使用した。1321N1細胞を EMEM-20 mM HEPES (pH 7.35) で 2
回洗浄し、さらに EMEM-20 mM HEPES (pH 7.35) に置き換え 30分静置した。
その後、細胞を 100 nM phorbol 12,13-myristate acetate (PMA) で 5分間刺激した。
反応時間終了と同時にメディウムをアスピレートし、ディッシュを直ちに氷上
に置くと共に、homogenization buffer (50 mM Tris-HCl、pH 7.5、5 mM EDTA、10 mM
EGTA、0.3% 2-mercaptethanol、10 mM benzamidine、50 µg/mL PMSF、1 µg/mL
leupeptin) 0.2 mLを加えることで反応を停止した。氷上で 10分間インキュベー
トした後、細胞をスクレーパーを用いて回収し、超音波破砕 (5秒 x 5回) した。
細胞破砕物は、卓上超遠心機を用い、100,000 x g で 60 分間 (4°C) 遠心し、得
られた上清を細胞質画分とした。また、沈殿物には 0.5% Triton X-100 含有
homogenization buffer を 100 µL 加え、超音波破砕 (5 秒 x 5 回) した。これを
100,000 x gで 60分間 (4°C) 遠心し、得られた上清を Triton X-100可溶性画分
とした。沈殿物には、さらに homogenization buffer 75 µLを加え、超音波破砕 (5
秒 x 5 回) することで Triton X-100 不溶性画分とした。それぞれの画分にはサ
ンプルバッファー (最終濃度；75 mM Tris-HCl、2% SDS、10% glycerol、3% 2-
mercaptoethanol、0.003% bromophenol blue) を加え、95°C で 5 分間熱処理する
ことでサンプルとした。
2-2-6　ウェスタンブロッティング
　PKC 活性測定のサンプルは 10%アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE に
て分離した。これを、セミドライ式トランスファー装置 (Horizblot AE-6677、
ATTO) を用いてゲルから PVDF 膜に転写した。転写後の PVDF 膜を 5%スキム
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ミルク含有 TBST (10 mM Tris-HCl、pH 7.5、100 mM NaCl、0.05% Tween 20) で
室温にて 1時間ブロッキングした後、2%スキムミルク含有 TBSTで希釈した各
種一次抗体と共に室温で 2 時間インキュベートした。PVDF 膜を TBST で洗浄
後、1%スキムミルク含有 TBSTで希釈した各種二次抗体 [horseradish peroxidase
(HRP) 標識] を用いて室温で 1 時間インキュベートした。化学発光アッセイキ
ット (ECL、GE Healthcare) を用いて、HRP と基質により生じた化学発光を検
出フィルム (Hyperfilm MP、GE Healthcare) に感光させて検出した。用いた一
次抗体と二次抗体、およびそれらの希釈倍率は以下の通りである。
　　一次抗体 (希釈倍率) 　　二次抗体 (希釈倍率)
　　抗 PKCα抗体 (1,000倍) 　　HRP標識抗ウサギ IgG (4,000倍)
　　抗 PKCε抗体 (1,000倍) 　　HRP標識抗ウサギ IgG (4,000倍)
　　抗 PKCζ抗体 (1,000倍) 　　HRP標識抗マウス IgG (5,000倍)
　　抗β-アクチン抗体 (1,000倍) 　　HRP標識抗マウス IgG (4,000倍)
2-2-7　細胞内 Ca2+濃度測定
　細胞内 Ca2+濃度は、fura 2 法にて測定した。AT1-WT-FLAG/pCAGGS あるい
は AT1-327STOP-FLAG/pCAGGS をトランスフェクションした PC12 細胞を 60
mmディッシュに培養した。PC12細胞を modified Tyrode液 (10 mM HEPES、137
mM NaCl、2.7 mM KCl、10 mM MgCl2、0.18 mM CaCl2、5.6 mM glucose, pH 7.4) 3
mLで 2回洗浄した後、modified Tyrode液 5 mLに細胞を懸濁した。次いで、最
終 1 µMとなるように蛍光 Ca2+指示薬 fura 2-AMを加え、37°Cで 15分間インキ
ュベートすることによって fura 2を細胞内に取り込ませた。インキュベート後、
細胞を再度 modified Tyrode液 5 mLで 2回洗浄し、最終的に 4 x 105 cells/mLと
なるように modified Tyrode液で懸濁した。細胞を 15 mL遠沈管に入れ、最終 100
nM の PMA で 8 分間 37°C 恒温槽中でインキュベートした後、直ちにキュベッ
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トに移して分光蛍光光度計 (FP6500、日本分光) にて測定を始めた。PMA 処理
から 10分後、最終 100 nM Ang IIあるいは 1 mMカルバコールを加えた。蛍光
強度の測定には、340 nm及び 380 nmで励起し、510 nmの蛍光を検出した。そ
れぞれの反応後には、Triton X-100 を加えることで最大蛍光を、一方 EGTA を
加えることで最小蛍光を求め、fura 2と Ca2+との解離係数を 224 nMとして細胞
内 Ca2+濃度を求めた。
2-2-8　イノシトールリン脂質代謝の測定
　イノシトールリン脂質代謝回転の測定は Nakahata ら (84-86) の方法に従って
行った。1321N1細胞を 12 well plateに 1 x 105個/wellで播種し、2日後に実験に
使用した。まず、[3H]myo-inositolを 2 µCi/mLとなるように加え、1日間培養し
て細胞のリン脂質を標識した。標識した 1321N1 細胞を EMEM-20 mM HEPES
(pH 7.35) で 2回洗浄し、10 mM LiCl-EMEM-20 mM HEPES中で薬物と 37°Cで
10 分間反応させた。Li+はイノシトール-1-リン酸からイノシトールへ変換する
イノシトール-1-リン酸モノホスファターゼの活性を阻害し、生成したイノシト
ールリン酸を蓄積することが知られている (87)。メディウムをアスピレートし
た後、氷冷した 5%トリクロロ酢酸 (TCA) を 0.5 mL 加えることにより反応を
停止した。TCA 抽出物をジエチルエーテルで 3 回洗浄して TCA を除き、その
後 47°C に加温して残存するエーテルを除去した。総イノシトールリン酸は、
陰イオン交換樹脂 0.6 mL (Dowex AG 1X-8、100-200 mesh、formate form、Bio-Rad)
を詰めたエコノカラムを用いて分離した。カラムは、水 8 mL を流して空気抜
きをした後、1 Mギ酸を 8 mL流して活性化した。その後、水 8 mLで 2回洗浄
してカラムを平衡化した。TCA で洗浄したサンプルをカラムに入れた後、カラ
ムを水 6 mLで洗浄して非吸着成分を溶出した。さらに、50 mMギ酸アンモニ
ウム 6 mL でグリセロホスフォイノシトールを溶出させた。次に、1 M ギ酸ア
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ンモニウム/0.1 Mギ酸 6 mLで総イノシトールリン酸 (IP1、IP2、IP3および IP4) を
溶出し、これを液体シンチレーションカクテルと混合し、液体シンチレーショ
ンカウンターで[3H]の放射活性を測定した。
2-2-9　アンジオテンシン 1型受容体のリン酸化
　AT1-WT-FLAG/pCAGGS をトランスフェクションした PC12細胞を 35 mm デ
ィッシュに培養した。PC12細胞を Tyrode液 (10 mM HEPES、137 mM NaCl、2.7
mM KCl、10 mM MgCl2、1.8 mM CaCl2、5.6 mM glucose, pH 7.4) 1 mLで 2回洗
浄した後、100 µCi/mLの[32P]orthophosphateを加えた Tyrode液 1 mLに置き換え、
37°C恒温槽上で 1時間インキュベーションした。インキュベーション後、細胞
を Tyrode 1 mLで 3回洗浄し、次いで 0.1% BSAを含む Tyrodeに置換して 10分
間インキュベーションした。これに最終 100 nMの PMAおよび Ang IIを加え、
さらに 15 分間インキュベーションした。反応終了後、上清をアスピレートし
ディッシュを氷上に静置すると共に、直ちに氷冷した TBS 1 mL に置換した。
その後、細胞を RIPAバッファー (50 mM Tris-HCl、pH 7.4、150 mM NaCl、1% (v/v)
NP-40、0.5% (w/v) deoxycholic acid、0.1% SDS、10 µg/mL aprotinin、10 µg/mL
antipain、10 µg/mL leupeptin、1mM PMSF、200 nM okadaic acid、100 µM Na3VO4、
10 mM NaF) 250 µLに溶解した。細胞可溶化物を 1.5 mLチューブに回収すると
共に、35 mmディッシュを RIPAバッファー150 µLで洗い、先の 1.5 mLチュー
ブ中に回収した。細胞可溶化物を 4°C で 1 時間緩和に撹拌することで細胞を溶
解した後、15,000 x gで 10分間 (4°C) 遠心して得た上清を、新しい 1.5 mLチ
ューブに回収した。この時、上清のうち 2 µLを別のチューブに回収し、Leamli’s
サンプルバッファー18 µLと混ぜることにより「Whole lysate」サンプルとした。
また、残りの上清は、FLAG M2ビーズと混ぜ、4°Cで 4時間緩和に撹拌するこ
とでビーズに FLAG-AT1-WT を結合させた。インキュベーション後、3,000 x g
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で 1分間 (4°C) 遠心して得た沈殿物を、RIPAバッファー (500 µL) で 3回、TBS
(500 µL) で 1回洗浄し、Leamli’sサンプルバッファーを加え 50°Cで 30分間加
温することでオートラジオグラフィーのサンプルとした。このサンプルを、10%
アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGEにて分離した後、Coomassie brilliant blue
染色および脱色をした。さらに、ゲルを乾燥させた後に X 線フィルムを用いて
オートラジオグラフィーを行うことでリン酸化タンパク質を検出した。
2-2-10　PC12細胞からの総 RNA抽出
　PC12 細胞からの総 RNA の抽出は TRI Reagent のキットを用い、そのプロト
コールに従い行った。トランスフェクション後の PC12細胞を 12 well plateに 5 x
105 cells/mLで培養し、翌日 100 nM Ang IIで 12時間刺激を行った。阻害薬の処
理時間は Giを不括化する百日咳毒素 (PTX) は Ang II刺激 12時間前からとし、
それ以外の阻害薬については Ang II 刺激 15 分前から処理した。刺激終了後、
メディウムをアスピレートして取り除いた後、TRI Reagent 250 µL 加え細胞を
溶解し 1.5 mlチューブに回収した後、クロロホルムを 50 µL加えチューブをよ
く振った。室温に 5分間放置した後、17,400 x g、4°Cで 15分間遠心分離した。
別の 1.5 mlチューブに水相を採取した後、イソプロパノールを 125 µL加え、4
~5回反転後室温で 5分間放置し、17,400 x g、4°Cで 10分間遠心分離した。上
清を除去し、70%エタノール 250 µLで洗浄した後、17,400 x g、4°Cで 5分間遠
心分離し、上清を完全に除去した。あらかじめジエチルピロカーボネート処理
した蒸留水 (DEPC 水) に RNA を溶解し、これを総 RNA 抽出液とした。分光
光度計で OD260と OD280を測定し、DEPC 水を適量加えることにより RNA 濃度
を 0.5 µg/µLとした。
2-2-11　RT-PCRによる cDNAの増幅
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　cDNAの合成は ReverTra Ace (TOYOBO) のキットを用い、そのプロトコール
に従い行った。RT反応は、まず、1.0 µgの RNA (0.5 µg/µLを 2 µL) に oligo (dT)
12-18 primer (0.25 pmol/mL, Ambion) 0.5 µL、DEPC水 3.75 µLを混合し、70°Cで
10分間処理し、4°Cで冷却した。このサンプルに 5 x RT buffer 2 µL、10 mM dNTPs
mixture 1 µL、RNase inhibitor (40 units/mL) 0.25 µL、ReverTra Ace (100 units/mL) 0.5
µLを混合したものを加え (全量 10 µL) 、42°Cで 60分間 RT反応を行った。さ
らに、99°C で 5 分間処理することにより酵素を失活させ、氷冷後-20°C で保存
した。
　得られた cDNAを用いて DNA Engine OPTICOM System (Bio-Rad) でリアルタ
イム PCR を行った。逆転写反応を行ったサンプルを 2 倍に希釈したもの 3 µL
に SYBR Ex Taq Premix (Takara) 6 µL、primer mixture (sense primer及び anti-sense
primerを混合したもの; 10 µM) 1 µL、水 10 µLを混合した。リアルタイム PCR
反応の条件は 1) 熱変性を 94°Cで 10秒間行った後、2) 熱変性を 94°Cで 10秒
間、アニーリングを primer固有の温度で 20秒、DNA伸長反応を 72°Cで 30秒
間とし、これを 1 サイクルとして行った。内部標準としてβ-アクチンの cDNA
を増幅した。用いた rAT2-R およびβ-アクチン primer の塩基配列およびアニー
リング温度は以下の通りである。
rAT2-R (450 bp) アニーリング温度：64°C
Sense primer     5’-GGA GCG AGC ACA GAA TTG AAA GC-3’
Antisense primer　5’-TGC CCA GAG AGG AAG GGT TGC C-3’
β-アクチン (467 bp) アニーリング温度：58°C
Sense primer　　 5’-AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT-3’
Antisense primer　5’-TCC TGC TTG CTG ATC CAC AT-3’
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2-2-12　受容体結合実験
　PC12 細胞の細胞浮遊液を 1.8 x 105 cells/50 µL となるように調製し、
[125I]Sar1,Ile8-Ang II 100,000 dpm/sample (Sar1, Ile8-Ang IIで final 20 nMに補正) 及
び各種薬物を含んだ 0.5% BSA/binding buffer (5 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH
7.4) 中で 25°C で 30 分間インキュベートした。インキュベート後、ガラス繊維
ろ紙 (GF/B, Advantec) を用いて吸引ろ過した。氷冷した PBS (-) (137 mM NaCl,
2.68 mM KCl, 8.1 mM Na2PO4, 1.47 mM KH2PO4, pH 7.4) 3 mlで 2回洗浄した後、
ガラス繊維ろ紙上に残存した放射活性をγ-カウンターで測定した。非特異的結
合量はAng II 5 µM存在下で測定し、特異的結合量はAT1遮断薬 candesartan 5 µM
存在下の結合量と非特異的結合量との差で表した。
2-2-13 免疫染色によるインターナリゼーションの測定
　FLAG-hAT1-WT/pCAGGSまたは FLAG-hAT1-327STOP/pCAGGSと、dynamin-
wild type (DYN-WT)/pEGFP-NIまたは dynamin-K44A (DYN- K44A)/pEGFP-NIを
トランスフェクションした PC12細胞を、カバーガラスを敷いた 24 well plateに
3 x 105 cells/mlで播種し、翌日 Ang II 100 nMで 1時間インキュベートした。そ
の後、PBS (+) (1 mM MgCl2, 0.1 mM CaCl2含有 PBS) で 2回洗浄し、室温で 15
分間 4%パラホルムアルデヒドによって固定した。これを PBS (+) で 2 回洗浄
し、0.5% Triton X-100/PBS (+) で 10分間処理して細胞膜を抗体が通過できるよ
うにした後、5%スキムミルク含有TBS (20 mM Tris-HCl、150 mM NaCl, pH 7.4) で
2回洗浄し、室温で 1時間ブロッキングを行った。その後、抗 FLAG M2抗体 (5%
スキムミルク含有 TBSで 200倍に希釈) と室温で 1時間インキュベートし、5%
スキムミルク含有 TBS で 2 回洗浄した。二次抗体は Alexa 594 融合マウス IgG
抗体 (5%スキムミルク含有 TBSで 500倍に希釈) を用い、室温で 1時間インキ
ュベートした。PBS (+) で 3 回洗浄し、カバーガラスをスライドガラス上に固
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定した後、共焦点レーザー顕微鏡 FV1000 (Olympus, Tokyo) で観察した。
2-2-14　データ処理
　実験結果は平均値±標準誤差として示した。有意差検定は Mann-Whitney 検定
および Student’s t-検定を用いて解析した。
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2-3. 結果
2-3-1　アンジオテンシン 1型受容体とムスカリンM3受容体の比較
① カルバコール誘導性ホスファチジルイノシトール水解反応に対する phorbol
12,13-myristate acetateの影響
　ヒトアストロサイトーマ細胞 (1321N1 細胞) には、ムスカリンアセチルコリ
ン受容体 (mAChR) のうち M3 受容体が選択的に発現していることが報告され
ている (88)。また、M3 ムスカリンアセチルコリン受容体は PKC の活性化を介
してリン酸化されることや (89)、mAChR は PKC 活性化薬であるホルボールエ
ステル (phorbol 12,13-myristate acetate; PMA) 刺激によってインターナリゼーシ
ョンすることが知られている (90)。そこで、AT1-Rと比較する受容体としてM3
受容体に着目し、始めに、M3受容体を介したシグナル伝達に与える PMAの影
響を検討した。すなわち、1321N1 細胞を種々の濃度の PMA で 10 分間前処理
した後、100 µM カルバコールで 10 分間刺激したときのホスファチジルイノシ
トール水解反応量を測定した。その結果、PMAの濃度依存的にカルバコール誘
発性のホスファチジルイノシトール水解反応量は減少し、特に PMAの 3 nM以
上で有意な減少を示した (Fig. 2-2A)。また、この PMAによる抑制作用は、PKC
特異的阻害薬 GF109203X の濃度依存的に阻害された (Fig. 2-2B)。これらの結
果から、M3 受容体を介するホスホリパーゼ C 活性化に対する PMA による抑
制機序の一つとして、M3 受容体が PKC 活性によってリン酸化を受け、M3 受
容体と Gαqの脱共役、さらには M3 受容体のインターナリゼーションによって
そのシグナルが伝達されなくなる可能性が示唆された。
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② Phorbol 12,13-myristate acetateによって活性化される PKC分子種
　次に、PMA がどの PKC アイソフォームを介して作用しているかを 1321N1
細胞において検討した。PKCには conventional PKC (cPKC)、novel PKC (nPKC) お
よび atypical PKC (aPKC) の 3つのサブファミリーが知られている。cPKCは C1
および C2 ドメインを有するため、ホルボールエステルや Ca2+によって活性化
される。一方、nPKCには C1ドメインが存在するためホルボールエステルによ
って活性化されるが、C2ドメインが存在しないため Ca2+では活性化されない。
また、aPKCは C2ドメインが存在せず、また C1ドメインも不完全であるため、
ホルボールエステルと Ca2+のどちらによっても活性化されない (Fig. 2-3A)。
　まず、1321N1 細胞に PMA を作用させたときに、どの PKC アイソフォーム
が活性化されるのか、PKC の細胞膜移行を指標に検討した。PMA 刺激後の
Fig. 2-2. Role of PKC in down-regulation of carbachol-induced phosphoinositide hydrolysis in 1321N1
human astrocytoma cells. Human astrocytoma cells were labeled with [3H]inositol for 18 h. After the cells
were preincubated with 100 nM phorbol 12,13-myristate acetate in the absence (A) or presence (B) of
various concentrations of GF109203X for 10 min, then they were incubated with 100 M carbachol for
additional 10 min. (A) Results were mean±S.E.M. of three determinations. Significant difference from
carbachol alone (*P<0.05). (B) Open triangle is without drug. Solid triangle is with 100 M carbachol alone.
Results were mean±S.E.M. of three determinations. Significant difference from carbachol phorbol 12,13-
myristate acetate (*P<0.05).
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1321N1 細胞をまず、細胞質画分 (cytosolic fraction) と細胞膜画分に分け、次い
で、細胞膜画分は Triton X-100可溶性画分 (Triton X-100 soluble fraction) と Triton
X-100不溶性画分 (Triton X-100 insoluble fraction) に分けた。cPKCとして PKC-
α、nPKCとして PKC-ε、そして aPKCとして PKC-ζをそれぞれウェスタンブロ
ッティングにて検出した。その結果、PMA (100 nM) 5分間刺激によって PKC-α
および PKC-εの顕著な細胞膜移行が引き起こされたものの、PKC-ζは活性化さ
れなかった (Fig. 2-3B)。このことから、1321N1細胞において、PMAはconventional
typeおよび novel typeの PKCを介して作用していることが示された。
Conventional PKC (α, βI, βII, γ)
Phorbol ester-sensitive
Ca2+-sensitive
Phorbol ester
binding domain
C1-domain
Ca2+ binding
domain
ATP binding domain
C2-domain Kinase domain
Novel PKC (δ, ε, θ, η)
C2-like domain
Phorbol ester-sensitive
Ca2+-insensitive
Atypical PKC (ζ, λ)
Phorbol ester-insensitive
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Triton X-100
Insoluble
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PKC-α
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Fig. 2-3. Effects of PMA on PKC translocation to membrane fraction from cytosol in 1321N1 human
astrocytoma cells. (A) Stractural sheme of PKC subfamily. PKC has three subfamilies; conventional PKC
(cPKC), novel PKC (nPKC) and atypical PKC (aPKC). cPKC has C1 and C2 domain, and then, it is
activated by phorbol ester and/or Ca2+. As nPKC has C1 domain, it is activated by phorbol ester, however,
as nPKC has C2-like domain, it is not activated by Ca2+. aPKC does not have C2 domain and has
incomplete C1 domain, it is activated neither phorbol ester nor Ca2+. (B) Translocation of PKC by treatment
of PMA in 1321N1 cells. After 1321N1 cells were treated with PMA (100 nM)  for 5 min, cytosolic (C),
Triton X-100 insoluble (I) and Triton X-100 soluble (S)  fractions of 1321N1 cells were separated. Then,
PKC-α, -ε or -ζ and β-actin as internal control in each fraction were analyzed by Western blotting. C;
control, P; PMA 100 nM for 5 min. Molecular-mass sizes are given in kDa.
33
③ AT1-RおよびM3を介する反応に及ぼす PKCの役割
　次に、Ang II刺激による[Ca2+]i上昇が PMA前処理の影響を受けるかどうか、
mAChR アゴニストであるカルバコール刺激効果に対する PMA 前処理の反応と
比較検討した。PC12 細胞に FLAG タグを付加した野生型ヒト AT1-R (FLAG-
hAT1-WT) 発現プラスミド (FLAG-hAT1-WT/pCAGGS) を 48 時間トランスフェ
クションし、fura 2法を用いて[Ca2+]i上昇度を測定した。その結果、Ang II (100 nM)
誘導性の[Ca2+]i上昇は、Ang II (100 nM) 10分間前処理によって完全に抑制され
たが、PMA (100 nM) 10分間前処理によって[Ca2+]i上昇は僅かに抑制されたのみ
であった (Fig. 2-4A)。すなわち、AT1-R 刺激によって受容体選択的脱感作は引
き起こされたが、PKCを介しては脱感作されなかった。一方、カルバコール (1
Fig. 2-4. Effects of PMA or agonists on angiotensin II- or carbachol- induced [Ca2+]i elevation in PC12
cells. PC12 cells expressing FLAG-hAT1-WT were loaded with fura 2-AM. Angiotensin II (Ang II; 100
nM) (A) or carbachol (1 mM) (B)-induced [Ca2+]i elevation was measured in the presence or absence of 10
min preincubation of PMA (100 nM), Ang II (100 nM) or carbachol (1 mM). Arrows indicate the time
points which angiotensin II or carbachol was treated.
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mM) 誘導性の[Ca2+]i上昇は、カルバコール (1 mM) および PMA (100 nM) いず
れの 10 分間前処理によっても顕著に抑制された (Fig. 2-4B)。このことから、
AT1-R は mAChR とは異なり、PKC 活性による脱感作ではなく GRK による脱
感作が引き起こされる可能性が示唆された。
④ Ang II刺激による AT1-Rリン酸化
　AT1-R を介した Ang II 誘導性 [Ca2+]i上昇は、Ang II 前処理によって抑制さ
れた (Fig. 2-4A)。そこで、Ang II刺激によって AT1-Rがリン酸化されるかどう
か、[32P]リン酸の AT1-R への取り込み量を測定することで検討した。FLAG-
AT1-WTを発現した PC12細胞を Ang II (100 nM) で 15分間刺激したところ、
顕著な AT1-R のリン酸化が見られた (Fig. 2-5)。この AT-1R のバンドはスメア
状になっていることから、細胞膜上で糖鎖修飾された AT1-R であることが考え
られた。なお、mockトランスフェクションの PC12細胞では、Ang II刺激によ
ってリン酸化された AT1-Rのバンドは見られなかった (Fig. 2-5)。すなわち、Ang
II刺激によって AT1-Rのリン酸化が起きていることが示された。
Fig. 2-5. Angiotensin II-induced phosphorylation of hAT1-R in FLAG-hAT1-R-expressiong PC12
cells. PC12 cells expressing FLAG-hAT1-WT were loaded with [32P]orthophosphate for 1 hr at 37°C,
then, cells were treated with Ang II (100 nM) for 15 min at 37°C. After FLAG-hAT1-WT was
immunoprecipitated, the receptor was separated by SDS-PAGE. Next to Coomassie brilliant bleu staining
of the gel, the phosphorylated FLAG-hAT1-WT was detected by autoradiography.
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2-5-2　PC12細胞における AT2-R mRNA発現に対する AT1-Rの役割の検討
① PC12細胞におけるアンジオテンシ II受容体の発現確認
　次に、AT1-Rを介して AT2-R発現量がどのように調節されるのかを検討した。
まず、PC12細胞にどの Ang II受容体サブタイプが発現しているかを検討した。
ヒト AT1-R にはアイソフォームは報告されていないが、ラット AT1-R には
rAT1A-Rと rAT1B-Rのアイソフォームが存在する。RT-PCR法により mRNAレ
ベルでの発現を検討したところ、rAT2-R の mRNA が非常に優位に発現してい
た (Fig. 2-6A)。また、受容体結合実験を行ったところ、[125I]Sar1,Ile8-Ang IIの結
合は、AT1-R 遮断薬 candesartan 1 µM でほとんど抑制されなかったが、AT2-R
遮断薬 PD123319 1 µMでは抑制された。このことから、タンパク質レベルにお
いても PC12細胞には rAT2-Rが優位に発現していることが明らかになった (Fig.
2-6B)。
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Fig. 2-6. Endogenous rAT-R expression in PC12 cells. (A) rAT-R mRNA expression in PC12 cells. Total
RNA was extracted from PC12 cells, and AT1A-R, AT1B-R and AT2-R mRNA were analyzed by RT-PCR.
The rAT1A-R cDNA fragment of 307 bp and the rAT1B-R cDNA fragment of 345 bp were amplified with
35 cycles. The rAT2-R cDNA fragment of 436 bp was amplified with 29 cycles. The β-actin cDNA
fragment of 467 bp was amplified with 14 cycles. (B) Specific binding of [125I]Sar1, Ile8-Ang II to PC12
cells. Cells were incubated with 1 nM [125I]Sar1, Ile8-Ang II at 25°C for 30 min. Non-specific binding was
determined in the presence of 1 µM Sar1, Ile8-Ang II. The AT1-R or AT2-R specific binding was
determined in the presence of 1 µM candesartan, an AT1-R antagonist, or 1 µM PD123319, an AT2-R
antagonist. Data represent the mean±S.E.M. of triplicate determinations, and similar results were obtained
from three independent experiments. *P<0.05 versus vehicle.
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② PC12細胞における rAT2-R発現量に対する rAT1-Rの役割
　PC12細胞における rAT2-R mRNA発現量に対してAng II刺激が及ぼす影響を、
何も発現していない PC12 細胞、および rAT1A-R を過剰発現した PC12 細胞を
用いて検討した。まず、何も発現していない PC12細胞を 100 nM Ang IIで各時
間刺激後のサンプルを用いて RT-PCRを行い、rAT2-R mRNA発現量を測定した
ところ、Ang IIによる変化は見られなかった (Fig. 2-7A)。次に、rAT1A-Rを PC12
細胞に発現したところ、内因性の rAT2-R 量に比べて非常に多くの rAT1A-R が
発現していることが確認された  (Saito et al., unpublished observation)。この
rAT1A-Rを発現した PC12細胞において、Ang II刺激による rAT2-R mRNA発現
量の時間依存性を検討したところ、時間依存的な減少が見られ、刺激 12 時間
後には有意な rAT2-R mRNA 発現量の減少が見られた (Fig. 2-7B)。さらに、
rAT1A-R を発現した PC12 細胞において、Ang II刺激 12 時間後の rAT2-R タン
パク量を、AT2-R 特異的遮断薬である[125I]CGP43112A を用いた受容体結合実験
にて検討した。その結果、顕著な rAT2-R タンパク量の減少が見られた (Fig. 2-
7C)。これらのことより、PC12 細胞において Ang II 刺激依存的な rAT2-R 発現
量の減少には、AT1-Rが発現することが必要であることが示された。
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Fig. 2-7. Time-dependent effect of Ang II on rAT2-R expression in PC12 cells. (A) PC12 cells were
stimulated by 100 nM Ang II or vehicle, total RNA was extracted, and rAT2-R mRNA was analyzed by RT-
PCR (Left). Bands were quantified using NIH image 1.61 software. rAT2-R mRNA levels were normalized
by β-actin levels. The results were expressed as fold differences from the 0 h level. Data represent the
mean±sem of three independent experiments (Right). (B) rAT1-R-transfected PC12 cells were stimulated by
100 nM Ang II, total RNA was extracted, and rAT2R mRNA was analyzed by RT-PCR (Left). Bands were
quantified using NIH image 1.61 software. rAT2-R mRNA levels were normalized by β-actin levels. The
results were expressed as fold differences from the 0 h level. Data represent the mean±sem of three
independent experiments. *P<0.05 versus control (Right). (C) Specific binding of [125I]CGP42112A to
AT2-R was determined in rAT1A-R-transfected PC12 cells. Cells were stimulated by 100 nM Ang II for 12
h, and then the binding assay was performed. Data represen t the mean±sem of four independent
experiments.
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③ rAT2-R mRNA安定性における rAT1-Rの役割
　rAT2-R mRNA 発現量の減少に mRNA の安定性が関与しているかどうかを検
討した。rAT1A-Rを発現した PC12細胞を 100 nM Ang IIで 12時間刺激した後、
RNAポリメラーゼ阻害薬 actinomycin D 10 µg/mLを用いて、時間依存的な rAT2-R
mRNA 量の減少の度合いを測定した。その結果、Ang II と actinomycin D の併
用群において、rAT2-R mRNA量は時間依存的に減少した (Fig. 2-8A,B)。このこ
とより、rAT1A-R を発現した PC12 細胞において、rAT1A-R を介して rAT2-R
mRNA の安定性が低下することによって、rAT2-R 発現量が減少する可能性が
示唆された。
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Fig. 2-8. Effect of Ang II on rAT2-R mRNA stability. (A) PC12 cells transfected with rAT1A-R were
incubated for 12 h with or without 100 nM Ang II. The medium was removed and replaced by fresh medium
containing 10 µg/ml actinomycin D, with or without Ang II. rAT2-R mRNA was measured by RT-PCR. (B)
Bands were quantified using NIH image 1.61 software. rAT2-R mRNA levels were normalized by β-actin
levels. The results after treatment with actinomycin D in the presence or absence of Ang II were expressed
as fold differences from the 0 h level. Data represent the mean±sem of three independent experiments.
*P<0.05 versus control.
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④ rAT1-Rと hAT1-Rの rAT2-R発現量調節に及ぼす影響の比較
　rAT1A-Δ329 は脱感作、あるいはインターナリゼーションしない rAT1A-R 変
異体であることが報告されている (70)。そこで、rAT1A-Δ329 と類似した AT1-
R の C 末端欠損変異体 (ヒト AT1-327STOP, hAT1-327STOP) を用い、AT1-R を
介した rAT2-R発現の減少機序を詳細に検討した。AT1-Rはβ-アレスチンおよび
ダイナミン依存的にインターナリゼーションを引き起こすことが知られている
(68)。hAT1-327STOP は rAT1A-Δ329 と同様に、GRK によるリン酸化部位を欠
損しているためβ-アレスチンと結合することが出来ず、インターナリゼーショ
ンしないことが考えられる。
　ここでまず、hAT1-WT と hAT1-327STOP は共にヒトの AT1-R であるため、
ラットおよびヒトの AT1-R を発現した PC12 細胞において、Ang II 刺激による
rAT2-R mRNA 量に対する影響を比較した。その結果、空ベクターをトランス
フェクションした PC12細胞では 100 nM Ang II 12時間刺激による rAT2-R mRNA
発現量の減少は起こらなかったが、rAT1A-R および hAT1-R を発現した PC12
細胞では同程度の減少量を示した (Fig. 2-9)。
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Fig. 2-9.　Effect of Ang II on rAT2 mRNA expression in PC12 cells transfected with rAT1A or hAT1.
PC12 cells transfected with rAT1A or hAT1 were stimulated by 100 nM Ang II for 12 hr, and then total
RNA was extracted following to analyze rAT2 mRNA expression level by RT-real time PCR as described in
Methods. Data represent the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. *p<0.001 vs vehicle with Mann-
Whitney’s test
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⑤ hAT1-WTと hAT1-327STOPのインターナリゼーション
　最初に、Ang II依存的な AT1-Rのインターナリゼーションにおけるダイナミ
ンの関与を検討した。この検討にあたり、野生型のダイナミン (dynamin-WT) と
ダイナミン変異体 (dynamin-K44A) を用いた。Dynamin-K44Aは GTPase活性化
能が欠損しており、ダイナミンの優性阻害体である (91)。それぞれのダイナミ
ンには緑色蛍光タンパク質 (green fluorescent protein; GFP) が融合しており
(dynamin-WT-GFP および dynamine-K44A-GFP)、GFP による蛍光をダイナミン
の細胞内発現として捉えた。また、野生型 hAT1-R (hAT1-WT) および hAT1-
327STOPにはそれぞれ C末端に FLAGタグが付加されている (FLAG-hAT1-WT
および FLAG-hAT1-327STOP)。PC12細胞に FLAG-hAT1-WTと dynamin-WT-GFP
を共発現したところ、100 nM Ang IIの 1時間刺激によって FLAG-hAT1-WTの
インターナリゼーションが引き起こされた (Fig. 2-10A)。しかし、FLAG-hAT1-
WTと dynamin-K44A-GFPを共発現した場合には、100 nM Ang IIの 1時間刺激
によっても FLAG-hAT1-WT のインターナリゼーションが引き起こされること
はなかった (Fig. 2-10A)。一方で FLAG-hAT1-327STOPは、dynamin-WT-GFPお
よび dynamine-K44A-GFPのどちらと共発現させた場合においても、Ang II刺激
によってインターナリゼーションを引き起こすことはなかった (Fig. 2-10A)。
これらの結果より、AT1-R のインターナリゼーションはダイナミン依存的であ
り、また AT1-Rの C末端がインターナリゼーションには必須であることが示唆
された。
　次に、hAT1-WTと hAT1-327STOPの細胞表面受容体量を、[125I]Sar1,Ile8-Ang II
を用いた受容体結合実験にて検討した。同量の FLAG-hAT1-WT と FLAG-hAT1-
327STOP の発現プラスミドを PC12 細胞にトランスフェクションしたところ、
ほぼ等しい量の AT1-Rが細胞表面に発現することが示唆された (Fig. 2-10B)。
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⑥ rAT2-R mRNA発現量減少における AT1-Rカルボキシル末端の役割
　次に、PC12細胞に hAT1-WTと hAT1-327STOPを発現させ、100 nM Ang II 12
Fig. 2-10. Receptor characterization of hAT1-WT and hAT1-327STOP. (A) Intracellular distribution of
hAT1-R and dynamin were determined by immunocytochemistry. PC12 cells co-transfected with FLAG-
hAT1-WT and dynamin (DYN)-WT-EGFP or DYN-K44A-GFP expression plasmids, or co-transfected with
FLAG-hAT1-327STOP and DYN-WT-EGFP or DYN-K44A-GFP expression plasmids. Cells were plated
on coverslips and stimulated with 100 nM Ang II for 1 h. FLAG-hAT1-R was detected by anti-FLAG M2
antibody as a first antibody and Alexa Fluor 594 F(ab’)2 fragment of goat anti-mouse IgG (H+L) as a second
antibody. The distribution of hAT1-R and dynamin-GFP was shown by immnocytochemistry. Arrow heads
showed the internalized AT1-Rs. (B) Cell surface AT1-R expression level in PC12 cells transfected with
pcDNA3.1(+) vector alone (mock), hAT1-WT and hAT1-327STOP. The cells were incubated with 20 nM
[125I]Sar1, Ile8-Ang II in the presence of 5 µM candesartan, an AT1-R antagonist, at 25°C for 30 min. Non-
specific binding was determined in the presence of 5 µM Ang II. The binding of [125I]Sar1, Ile8-Ang II was
measured. Data represent the mean±sem of triplicate determinations.
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時間刺激による rAT2-R mRNA 発現量減少作用を比較した。その結果、hAT1-
327STOP を発現させた場合には hAT1-WT よりも強い rAT2-R mRNA 発現量抑
制作用を示した (Fig. 2-11A)。また、hAT1-WT と hAT1-327STOP のいずれによ
る rAT2-R mRNA発現量減少作用も、AT1-R遮断薬 candesartan 1 µMによって完
全に遮断され、AT2-R遮断薬 PD123319 1 µMによって全く影響を受けなかった
ことから、hAT1-Rを介した反応であることが示唆された (Fig. 2-11B)。
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Fig. 2-11. Effect of Ang II on rAT2 mRNA expression in PC12 cells expressing hAT1-WT and hAT1-
327STOP. (A) Effect of Ang II on rAT2 mRNA expression in PC12 cells expressing hAT1-WT or hAT1-
327STOP. The cells were stimulated by 100 nM Ang II for 12 h, and total RNA was extracted following
analysis of rAT2 mRNA expression level by real time RT-PCR. Data represent the mean±sem of eight
independent experiments. **P<0.01 with Mann–Whitney’s test. (B) Effects of AT-R antagonists on Ang II-
induced reduction of rAT2-R mRNA expression in PC12 cells transfected with hAT1-R. PC12 cells
transfected with hAT1-WT or hAT1-327STOP were stimulated by 100 nM Ang II in the presence or
absence of 1 µM candesartan, an AT1-R antagonist, or 1 µM PD123319, an AT2-R antagonist, for 12 h.
Total RNA was extracted following analysis of rAT2-R mRNA expression level by real time RT-PCR. Data
represent the mean±sem of six independent experiments. *P<0.05, **P<0.01 with Mann–Whitney’s test.
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⑦ hAT1-Rを介した rAT2-R mRNA発現量減少に関わる三量体 G タンパク質
の検討
　hAT1-R刺激による rAT2-R mRNA発現量減少がどのような細胞内シグナル経
路を介しているのか検討した。AT1-R は主に三量体 G タンパク質 Gqおよび Gi
に共役している。Gq阻害薬 YM254890 10 µMを 15分間、および Giを不活性化
する百日咳毒素 (pertussis toxin; PTX) 100 ng/mLを 12時間前処理した後、100 nM
Ang II 12時間刺激による rAT2-R mRNA発現量の変化を検討した (Fig. 2-12)。
その結果、Ang IIによる rAT2-R mRNA発現量減少は YM254890により抑制さ
れたが、PTX によって阻害されなかったことから、Gqを介したものであること
が示唆された。また、Ang II非刺激時には YM254890、PTXともに rAT2-R mRNA
発現量に影響を与えなかった (Fig. 2-12)。
⑧ hAT1-Rを介した rAT2-R mRNA発現量減少におけるMAPKsの関与
　AT1-R は ERK1/2 や p38 MAPK など種々の MAPKs を活性化することが知ら
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Fig. 2-12. Effects of YM254890, PTX on AT1-R-mediated reduction of rAT2-R mRNA. PC12 cells
transfected with hAT1-WT or hAT1-327STOP were pre-incubated with YM254890 (10 µM, 15 min) or
PTX (100 ng/ml, 12 h), and stimulated with 100 nM Ang II for 12 h. Total RNA was extracted following
analysis of rAT2-R mRNA expression level by real time RT-PCR. Data represent the mean±sem of five or
six independent experiments. *P<0.05, **P<0.01 with Mann–Whitney’s test.
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れている。そこで、hAT1-R を発現した PC12 細胞における rAT2-R mRNA 発現
量減少について、これらの MAPKs が関与しているかどうか検討するため、
ERK1/2の上流シグナル分子であるMEK1/2の阻害薬 U0126 10 µM、および p38
MAPK阻害薬SB203580 10 µMをそれぞれ15分間前処理した後、100 nM Ang II 12
時間刺激による rAT2-R mRNA 発現量の変化を検討した。その結果、rAT2-R
mRNA発現量の減少は U0126によって阻害されたが (Fig. 2-13A)、SB203580に
よる影響を受けなかった (Fig. 2-13B)。このことから、AT1-R を介した rAT2-R
mRNA発現抑制作用には ERK1/2リン酸化が関与している可能性が示唆された。
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Fig. 2-13. Effects of U0126 and SB203580 on AT1-R-mediated reduction of rAT2-R mRNA. PC12 cells
transfected with hAT1-WT or hAT1-327STOP were pre-incubated with 10 µM U0126 (A) or 10 µM
SB203580 (B) for 15 min, and stimulated with 100 nM Ang II for 12 h. Total RNA was extracted following
analysis of rAT2-R mRNA expression level by real time RT-PCR. Data represent the mean±sem of five
independent experiments. *P<0.05, **P<0.01 vs vehicle with Mann–Whitney’s test. N.S., not statistically
significant.
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2-4. 考察
　ムスカリンアセチルコリン受容体 (mAChR) は GPCR であり、5 つのファミ
リー (M1~M5) からなっている (92)。M1 受容体、M3 受容体および M5 受容
体は Gq/11に共役し、M2 受容体および M4 受容体は Gi/oに共役している (92)。
ヒトアストロサイトーマ (1321N1) 細胞には M3 受容体が発現していることか
ら (88)、本研究におけるカルバコール誘導性のイノシトールリン脂質水解反応
は、主に M3 受容体が関与していることが考えられる。また、このイノシトー
ルリン脂質水解反応は PKC活性化薬の PMA前処理によって完全に抑制された。
mAChR を介した[Ca2+]i上昇は PMA 前処理によって完全に抑制されるという報
告 (93) や、M3受容体は PKCによってリン酸化されるとの報告 (94) があるこ
とから、M3受容体が PMA処理によってリン酸化されたため、脱感作が引き起
こされた可能性が考えられる。一方、mAChRとは異なり、AT1-Rを介した[Ca2+]i
上昇は PMA 前処理によって僅かに抑制されたにすぎなかった。PMA 処理され
た mAChR はインターナリゼーションするが (90)、AT1-R は PMA 刺激をした
時にインターナリゼーションしないという報告もあり (95)、本研究において見
られた PMA 前処理下におけるカルバコールと Ang II による脱感作の相違は、
それぞれの受容体がインターナリゼーションしたかどうかに依存する可能性が
考えられる。なお、本研究において、PMA処理によって M3受容体がインター
ナリゼーションしたかどうかの検討はしておらず、今後の検討課題である。
　一方、AT1-R はアゴニスト刺激によって GRK や PKC を介してリン酸化され
ることが報告されている (96)。また、AT1-R の C 末端に存在するセリン/スレ
オニン残基 (T332、S335、T336 および S338) が GRK によってリン酸化されると、
次いでβ-アレスチンがリクルートされ、その後ダイナミンなどの分子が働くこ
とによって AT1-R が細胞内へインターナリゼーションされる (68,69)。本研究
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では、Ang II 前処理によって AT1-R 脱感作が引き起こされたが、PMA 前処理
によっては引き起こされなかった。すなわち、AT1-R の脱感作は、主として受
容体特異的に受容体のリン酸化に関与する GRK によってもたらされた可能性
が考えられた。
　AT2-Rは胎児では広範囲、高レベルに発現しており、生後急速に減少する (82)。
一方で AT2-R は、血管障害や心筋梗塞後の心血管リモデリング、脳梗塞や腎不
全時などの病態時に再発現する (82)。そのため、AT1-Rと AT2-Rの発現バラン
スが血圧の維持や神経機能の維持などに重要であると考えられるものの (82,83)、
AT1-R が AT2-R の発現量をどのように調節するのかについては明らかになって
いない。そこで、AT1-R を介した AT2-R 発現調節機構を解明することは、非常
に意義のあることと考えられる。
　まず、rAT2-R の発現量に対して AT1-R が果たす役割について検討したとこ
ろ、AT1-Rは rAT2-R mRNAの安定性を低下させることを通じて、rAT2-R mRNA
およびタンパク質量の減少に関与していることを示した。また、そのシグナル
伝達を検討したところ、AT1-R/Gq/PLC 経路と ERK1/2 活性化を介していること
が示唆された。
　hAT1-327STOP には S326までのアミノ酸が含まれているが H327から E359まで
のアミノ酸を欠損しており、rAT2-R 発現量減少における AT1-R の C 末端の役
割を検討するために用いた。hAT1-WT と hAT1-327STOP を発現した PC12 細胞
には、それぞれ同程度のAT1-Rが発現していたが、[Ca2+]i上昇度は hAT1-327STOP
の方が著しく弱いことが示された。この理由として、GRK が Gq 系シグナルを
正に制御している可能性や、AT1-R の C末端を切断することで Gαqとの結合力
が弱まる可能性、あるいは切断された部位に会合するタンパク質が PLC との会
合に関与している可能性などが考えられるが、正確な理由は明らかではない。
　hAT1-WTおよび hAT1-327STOPどちらの AT1-Rを発現した PC12細胞におい
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ても、rAT2-R mRNA発現量の減少は AT1-R遮断薬 candesartanや Gq特異的阻害
薬 YM254890 によって完全に抑制されたが、Giを不活性化させる PTX は全く
影響を与えなかった。このことは、hAT1-WTあるいは hAT1-327STOPを発現し
た PC12 細胞においては、AT1-R/Gq/PLC 経路が主要な経路であることを示唆し
ている。この結果は、Kijimaらの結果 (97) と一致している。Kijimaら (97) は
ラット新生児心筋細胞において、無血清で培養することによって増加した
rAT2-R 発現が、PKC 活性化薬 PMA や Ca2+イオノフォア A23187 によって顕著
に減少することを報告した。しかし一方で、PC12 細胞においてムスカリンア
セチルコリン受容体が PKC/Ca2+経路あるいは一酸化窒素 (NO)/cGMP 経路を介
して rAT2-R mRNA 発現量を増加させているとの報告もあり (98)、AT2-R 発現
調節における Gq/PKC/Ca2+経路の役割には決定的な見解がなされていない。
　本研究では、AT1-Rを介した rAT2-R発現量の減少は、MEK1/2阻害薬 U0126
で完全に抑制されたが、p38 MAPK阻害薬 SB203580では影響を受けなかった。
このことは、hAT1-WTあるいは hAT1-327STOPを発現した PC12細胞において、
rAT2-R発現量減少には ERK1/2のリン酸化が関与していることを示唆している。
さて、AT1-R を介した ERK1/2 のリン酸化経路には、Gq 依存的な経路 (99) と
非依存的な経路 (100) があることが知られている。Seta ら (101) は、Gq 非依
存的に Src/Rasを介してリン酸化された ERK1/2は核内に移行せず、一方、Gq/PKC
を介してリン酸化された ERK1/2 は核内に移行することを報告している。マウ
ス AT1A-Rおよび AT1B-Rのインターナリゼーションは PKC非依存的に起こる
という報告例があるため (95)、上述の Gq 非依存的にリン酸化されかつ核内に
移行しない ERK1/2 は AT1-R インターナリゼーションを介して活性化されるこ
とが考えられる。すなわち、本研究において hAT1-WT よりも hAT1-327STOP
において rAT2-R 発現量減少作用が強く表れたが、この原因として、hAT1-
327STOP は GRK と会合することが出来ないために三量体 G タンパク質との脱
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共役が起こらなかったことや、インターナリゼーションしないために受容体が
細胞膜に留まり続け、持続的な Gq/PKC/Ca2+経路を介した ERK1/2リン酸化が引
き起こされたことが考えられる。上述のように hAT1-327STOPの方が Gq系のシ
グナルが弱く現れたものの、この持続的な活性とのバランスによって、最終的
に rAT2-R 発現量減少作用は hAT1-WT よりも hAT1-327STOP の方が強く現れた
ことが考えられる。
　Ouali ら (102) の報告と同様に、本研究では rAT2-R 発現量の減少には rAT2-
R mRNA安定性の減少が関与しており、さらに ERK1/2の活性化がその mRNA
安定性の減少に関与していることを示した。一般的に ERK1/2 の活性化は種々
のタンパク質の発現量を増加させることが考えられているが、一方で ERK1/2
がタンパク質発現を減少させる報告例もある。例えば血小板由来成長因子
(platelet-derived growth factor; PDGF) はラット大動脈平滑筋細胞において、プロ
モーター活性に影響することなく、ERK1/2 依存的に p27 タンパク質の mRNA
量およびタンパク質量を減少させることが報告されている (103)。このように、
本研究においては、AT1-R から ERK1/2 のリン酸化を介して rAT2-R mRNA の
安定性が減少することを示したが、AT1-R を介して rAT2-R の転写活性が制御
されている可能性も否定出来ない。マウス AT2-Rの 1.5 kbから成るプロモータ
ー領域にはコンセンサス cis DNAエレメントである C/EBP、NF-IL6や AP-1が
存在しており、これらのエレメントが AT2-R の転写活性に対して負に関与して
いる (104)。AT1-R が刺激されると AP-1 や NF-κB の活性化されることが知ら
れているため (105)、本研究においても同様のことが起こっているものと考え
られる。今後、より詳細な検討が必要である。一方、rAT2-R mRNA の安定性
低下以外にも、AT1-R を介した rAT2-R の発現量減少における rAT2-R の転写活
性についても検討する必要がある。
　以上のことから、AT1-Rを発現した PC12細胞において、Ang II刺激後、AT1-R
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を介した Gqの活性化および ERK1/2のリン酸化によって rAT2-R mRNA 発現量
が減少し、この減少には rAT2-R mRNA の安定性低下が関与する可能性が示唆
された。また、AT1-R の C 末端は Ang II 依存的な AT1-R のインターナリゼー
ションに関与し、さらに AT1-R シグナル伝達の脱感作にも関与することが示唆
された。
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2-5. 小括
　多くの GPCRは GRK、あるいはセカンドメッセンジャーを介した PKAや PKC
によって直接リン酸化される。GRK によるリン酸化反応は GPCR へのアゴニ
スト刺激によりもたらされ、リン酸化を受けた GPCR にはβ-アレスチンが結合
することで GPCRのインターナリゼーションが引き起こされる (30)。また、PKA
や PKC によってリン酸化された GPCR にもβ-アレスチンが会合するという報
告がある (36,37)。GPCRをリン酸化するキナーゼが GPCRごとに異なるため、
その後のシグナル伝達に及ぼす影響も、より複雑性を増す。これが GPCR 制御
機構の多様性の一因であると考えられる。
　本研究では、ムスカリンアセチルコリン受容体とアンジオテンシン 1 型受容
体を例に取り上げた。その結果、ムスカリンアセチルコリン受容体は、カルバ
コールおよび PKC 活性化薬 PMA によってそのシグナル伝達 ([Ca2+]i上昇とイ
ノシトールリン脂質水解反応) が顕著に抑制されたことから、ムスカリンアセ
チルコリン受容体は PKC によるリン酸化を受けることが脱感作反応に繋がる
ものと考えられる。一方で、アンジオテンシン 1 型受容体を介したシグナル伝
達 ([Ca2+]i上昇) は、Ang II 前処理によって脱感作したものの PMA の影響を受
けなかったことから、PKC以外に AT1-Rをリン酸化するタンパク質である GRK
が Ang II依存的な AT1-Rの脱感作に関与していることが考えられた。そこで、
GRK によってリン酸化を受ける部位 (T332、S335、T336 および S338) を欠損した
AT1-R の変異体 (AT1-327STOP) を用いたところ、AT1-WT に比べてその生理
的役割である AT2-R 発現量の減少作用が強く現れた。そしてこの AT2-R 発現
量の減少は、Gq/PLC を介した ERK1/2 の活性化が関与していることが示唆され
た。本研究結果より、AT1-327STOP はアゴニスト刺激を受けてもインターナリ
ゼーションされないため、刺激が持続的になり、作用が強く現れたものと考え
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られる。
　本研究から、アゴニスト刺激によって GRK を介した AT1-R の C 末端のリン
酸化が引き起こされ、それによって AT1-R がインターナリゼーションし、AT1-
Rの脱感作がもたらされることが示唆された。
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第 3章　副甲状腺ホルモン受容体カルボキシル末端に会合するタン
パク質による受容体制御機構の解明
3-1. 序論
　細胞膜に局在する GPCR は細胞外からの刺激を受け取ると、その受容体に特
異的な三量体 G タンパク質を活性化し細胞内にシグナルを伝達する。三量体 G
タンパク質には Gs、Gi、Gq及び G12ファミリーの G タンパク質が知られている
が、この GPCR を介するシグナル伝達は細胞内の種々のタンパク質によって調
節されることは「第 1章　緒言」で述べた通りである。
　中でも、GPCR の C 末端に会合する細胞内タンパク質は、GPCR の細胞内局
在変化を変化させることによりそのシグナル伝達を調節することが報告されて
いる (47,48)。その良く知られている例にアレスチンがある (30)。GPCR にア
ゴニストが結合すると GPCR の立体構造が変化し、三量体 G タンパク質の
GDP/GTP交換が促進されることで細胞内にシグナルが伝達される。一方で、立
体構造の変化した GPCRには GRKがリクルートされる。GPCRの C末端は GRK
によってリン酸化されるが、次に、アレスチンがそのリン酸化部位に会合する。
その結果、GPCRから三量体Gタンパク質が解離しシグナル伝達が終了する (30)。
また、アレスチンの会合した GPCR はインターナリゼーションすることも知ら
れている。インターナリゼーションの結果、細胞表面の GPCR 量が減少するた
め、この反応は脱感作反応の一環であると考えられる。しかし最近になって、
GPCR がアレスチンを介してインターナリゼーションすることによって発生す
るシグナル伝達の存在も報告された (30)。現在では GPCR の C 末端に会合す
るタンパク質には、GRK やアレスチン以外にも多くのタンパク質が存在すると
考えられているが (Table 1-3)、その機能については充分には解明されていない。
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　副甲状腺ホルモン (parathyroid hormone; PTH) は 84個のアミノ酸からなるペ
プチドホルモンで、Ca2+濃度に応じて副甲状腺細胞から分泌される。すなわち、
血中 Ca2+濃度の上昇は PTH 分泌を低下させ、逆に Ca2+濃度の低下は PTH 分泌
の亢進を惹起する。副甲状腺細胞から放出された PTHは、骨においては骨芽細
胞系細胞を介して破骨細胞の形成および活性を促進し、骨吸収を亢進させる。
一方、腎臓においては近位尿細管でのリン再吸収を抑制する。また PTH は、
1,25(OH)2D産生を担う 25-水酸化ビタミン D [25(OH)D]-1α-水酸化酵素活性を促
進することなどにより、1,25(OH)2D 産生を増加させるとともに、近位尿細管で
は Ca2+再吸収を促進させる。これらの作用の総和として、PTH は血中 Ca2+濃度
を増加させ、リン濃度を低下させる (Fig. 3-1)。また、副甲状腺機能亢進症ある
いは低下症などの PTH関連疾患も知られている。
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　PTHが作用する受容体には 1型 (PTH1R) と 2型 (PTH2R) があるが、PTH1R
と PTH2R は共に GPCR のクラス II に分類されており、PTH 刺激によって細胞
内 cAMP 濃度上昇と[Ca2+]i上昇が引き起こされる (106)。 PTH1R と PTH2R で
は結合するリガンドに相違があり，PTH 類似タンパク質 (PTHrP) は PTH1R と
結合することは出来るが PTH2R とは結合することが出来ず (106)、一方、
tuberoinfundibular peptide of 39 residues (TIP39) は PTH2Rとは結合することが出
来るが PTH1R とは結合することが出来ない (107)。リガンド刺激後の受容体活
性制御メカニズムについては，PTH2R に比べ PTH1R の制御機構が良く研究さ
れている。PTH1R (通例 PTHR) は、三量体 Gタンパク質の Gαs、Gαq/11、Gαiお
よび Gα12/13と共役する (6,7) (Fig. 3-2)。また、PTHR はリガンド結合後 GRK2
によってリン酸化され (108)、さらに、そのリン酸化部位をアレスチンが認識
してインターナリゼーションが起こる (109)。 なお，インターナリゼーション
した PTHR が細胞膜にリサイクリングするときにはアレスチンは不要である
(110)。PTHR がインターナリゼーションすることで ERK1/2 活性化のシグナル
の一部が惹起されることも知られている (111,112)。
55
　GPCR の C 末端には様々な細胞内タンパク質が結合し、GPCR の局在を決定
する作用や、シグナル分子の足場タンパク質としての作用を持つことから、こ
れら細胞内タンパク質は GPCR の機能を制御するためには非常に重要である
(47,48)。そこで本研究では、PTHR の C 末端に会合するタンパク質を酵母ツー
ハイブリッド系を用いて探索し、そのタンパク質の機能解析を試みた。以前の
研究から、PTH1R の C 末端に会合するタンパク質を酵母ツーハイブリッド系
によって探索し、Tctex-1 (t-complex testis expressed-1) を見出している (113)。
Tctex-1 は、小胞などの細胞内物質を微小管に沿ってマイナス末端方向へ輸送す
ることに関与する細胞質ダイニンの軽鎖の一種である (114,115)。
　まず、Tctex-1との結合に関与するPTHR-C中のアミノ酸はN末側の4アミノ酸
K486、R488、V500およびS501であることを見出した。これら4アミノ酸を全てアラ
ニンに置換した変異体PTHR-KRVS/4AはTctex-1と結合しなくなった。次に、GFP
をC末端に融合したPTHR (PTHR-GFP) を作製し、PTH-(1-34) 100 nM刺激後に
PTHR-GFPの細胞内局在への影響を検討したところ、刺激30分後には核周辺部
へのインターナリゼーションが認められた。また、微小管脱重合薬ノコダゾー
ル (10 µM) は、PTHR-GFPを早期エンドゾームあるいは細胞膜に留め、核周辺
部への移行を阻止した。この結果と細胞膜直下ではアクチンフィラメントが中
心的な役割を担うこと (116,117) とを考え合わせると、PTHRの細胞膜から早期
エンドゾームへの移行には微小管とアクチンフィラメントが関与し、早期エン
ドゾームから核周辺への移行には微小管が関与することが示唆された。また、
GFPを融合した野生型のPTHR (PTHR-WT) とPTHR-KRVS/4AをPTH-(1-34) で
刺激したところ、PTHR-WTは核周辺部まで細胞内内在化したのに対し、PTHR-
KRVS/4Aは多くが細胞膜に残存していた。更に、PTHR-WTとPTHR-KRVS/4A
のインターナリゼーション量を細胞表面ビオチン化法によって検討したところ、
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PTHR-KRVS/4AはPTHR-WTに比べて細胞内移行した量が顕著に減少していた。
以上の結果より、PTHRはC末端領域でTctex-1と直接会合し、Tctex-1はアゴニス
ト依存的なインターナリゼーションに介在することが示唆された。さらに、こ
のTctex-1依存的なインターナリゼーションは、細胞膜に局在しているPTHRに
Tctex-1が直接会合することで引き起こされる可能性を示した (113)。
　また、PTHRの C末端会合タンパク質として、Tctex-1に加えて細胞骨格系タ
ンパク質 4.1G も酵母ツーハイブリッド法により見出した。4.1G は protein 4.1
ファミリーの一種で、細胞膜の裏側に豊富に存在し、スペクトリン/アクチン細
胞骨格系と会合して細胞膜の安定化、形態維持や細胞膜の変形に関与する他、
膜タンパク質の細胞膜への固定化にも関与する (118)。また、protein 4.1ファミ
リーは、4.1、ezrin、radixin、moesin という働きの類似したタンパク質間に良く
保存されたドメインである FERM (4.1-ezrin-radixin-moesin) ドメイン、スペクト
リン/アクチン結合ドメイン (SABD) および C 末端ドメイン (CTD) より構成
されている (Fig. 3-3) (119,120)。本研究では、PTHR の C 末端会合タンパク質
である 4.1G が PTHR の機能に対して与える影響について、明らかにすること
を目的とした。
Fig. 3-3. Functional domains of protein 4.1 family. Protein 4.1 family comprise from FERM (four point
one-ezrin-radixin-moesin) domain, SABD (spectrin/actin-binding domain) and CTD (carboxy-terminal
domain). U1-3; unique regions.
FERM SABD CTDU1 U2 U3
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3-2. 実験方法
3-2-1　薬物および試薬
　Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) は日水製薬 (Tokyo, Japan) から
購入した。ウシ胎児血清 (FCS) は Biological Industry (Israel) より購入した。
ProQuest two-hybrid system、human adult brain cDNA library、pcDNA3.1(+) プラ
スミド、Platinum Taq DNA polymerase high fidelity、Lipofectamine 2000 Reagent
および Alexa 594融合抗マウス F(ab’)2フラグメントは Invitrogen (Carlsbad, CA,
U.S.A.) より購入した。pEGFP-N1プラスミドはBD Bioscience Clontech (Palo, Alto,
U.S.A.) より購入した。抗リン酸化 ERK1/2 抗体、抗 ERK1/2 抗体および HRP
標識抗ウサギ IgGは Cell Signaling Technology (Beverly, MA, U.S.A.) から購入し
た。抗 haemagglutinin (HA) 12CA5 抗体は Roche Diagnostics (Indianapolis, IN,
U.S.A.) より購入した。HRP標識抗マウス IgGおよび protein G-sepharose 4 Fast
Flowは GE Healthcare (Buckinghamshire, England) より、HRP標識ストレプトア
ビジンは Vector Laboratories (Burlingame, CA, U.S.A.) よりそれぞれ購入した。
ヒト PTH-(1-34) はペプチド研究所 (Osaka, Japan) から購入した。AG1478 は
Calbiochemから購入した。抗β-アクチン抗体、抗 FLAG M2抗体、および抗 green
fluorescent protein (GFP) 抗体は Sigma Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.) から購入
した。PfuTurbo DNA polymeraseは Stratagene (La Jolla, CA, U.S.A.) より購入し
た。Sulfo-NHS-SS-biotin [sulfosuccinimidyl-2-(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionate]
は Pierce Biotechnology (Rockford, IL, U.S.A.) より購入した。Fura 2-AM {1-[6-
amino-2-(5-carboxy-2-oxazolyl)-5-benzofuranyloxy]-2-(amino-5-methylphenoxy)
ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, pentaacetoxymethyl ester} は同仁化学研究所
(Kumamoto, Japan) より購入した。
　その他の試薬は市販の特級試薬あるいはこれに相当するものを用いた。
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3-2-2　プラスミド
　PTHR-C/pDBLeu は、ヒト胎盤 DNA を用いて PTH 受容体のカルボキシル末
端 (アミノ酸残基 476-593) を、PCR にて増幅した後、pDBLue ベクタープラス
ミドに挿入した。
　pcDNA1 中に全長の野生型 PTHR が挿入されているプラスミド  (PTHR-
1/pcDNA1) は Dr. Thomas J. Gardella (Massachusetts General Hospital, Boston) より
提供して頂いた。PTHR/pcDNA3.1(+) は、PTHR-1/pcDNA1を Avr IIと Xba Iで
切断し、Nhe I と Xba I で切断した pcDNA3.1(+) に挿入することで構築した。
さらに、PTH受容体の第 1膜貫通ドメインの N末端側に位置する BssS Iサイト
に HA タグを挿入することで HA-PTHR/pcDNA3.1(+) を構築した。PTHR-GFP
発現プラスミドは Conway ら (121) の方法に変更を加えて作成した。PTHR-
1/pcDNA1を、DNA ポリメラーゼには Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity
を用い、また、forwardプライマーとして 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-
3’を、一方、終止コドンを除去するために reverseプライマーとして 5’-GCA TTA
GGG CCC CCA TGA CTG TCT CCC ACT CTT CCT GTA-3’を用い、94°Cで 30秒、
58°Cで 30秒、68°Cで 3分のサイクルを 25回繰り返すことで PTH受容体部分
を PCR 法にて増幅した。この PCR 産物を Avr　II と Apa　I で切断し、得られ
た DNA フラグメントを Hind　III と Apa　I で切断した pEGFP-N1 ベクター中
に組み込むことで PTHR/pEGFP-N1を得た。
　C 末端に HA タグの付加されたヒト 4.1G を組み込んだ pcDNA3
(h4.1G/pcDNA3) は、Dr. John G. Conboy (Lawrence Berkely National Laboratory,
University of California, Berkeley, CA, U.S.A.) より提供して頂いた。C末端に HA
タグを付加した 4.1G のカルボキシル末端ドメイン (4.1G-CTD) を発現するプ
ラスミド  (4.1G-CTD-HA/pcDNA3.1(+)) は以下の方法で構築した。まず、
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h4.1G/pcDNA3 を鋳型に、4.1G-CTD 部分を、forward プライマーとして 5’-CCC
CGC TAG CAC CAT GGT AAC AAT TTC TGA-3’ を、一方 reverseプライマーと
して 5’- AAC TAG AAG GCA CAG TCG AG-3’ を用い、PfuTurbo DNA polymerase
にて 94°Cで 1分、61°Cで 30 秒、70°Cで 50 秒のサイクルで 26回増幅した。
次に、得られた PCR産物を Nhe Iと EcoR Iで切断し、これを Nhe Iと EcoR Iで
切断した pcDNA3.1(+) ベクターに挿入することで構築した。また、4.1G-CTD-
HA/pcDNA3.1(+) を Apa Iと Sac Iで処理することにより HAタグを除去し、次
いで FLAG タグを含んだ 2 本のオリゴヌクレオチド [5’-CGA CTA CAA GGA
CGA CGA TGA CAA ATA AGG GCC-3’ (センス鎖) および 5’-CTT ATT TGT CAT
CGT CGT CCT TGT AGT CGA GCA-3’ (アンチセンス鎖)] をアニールし、これを
HAタグを除去した 4.1G-CTD-HA/pcDNA3.1(+) 中に組み込むことで 4.1G-CTD-
FLAG/pcDNA3.1(+) を構築した。
　C末端に FLAG タグを付加した全長 4.1Gは、1321N1細胞の cDNA を鋳型に
して作製した。まず、1321N1細胞の cDNAを forwardプライマーとして 5’-GGG
CAT AAG CTT TGG CCA TGA CTA-3’ を、一方 reverseプライマーとして 5’-GCA
TTA GGG CCC GAA TAG TGG TGT GGC ATT-3’ を用い、Platinum Taq DNA
Polymerase High Fidelityにて、94°Cで 1分、61°Cで 30秒、68°Cで 4分のサイ
クルで 35回増幅した。得られた PCR産物は、全長の 4.1G (3,137 bp；accession
number: NM_001431) と、K612から G681の 70 アミノ酸を欠損したスプライシン
グバリアント (2,927 bp) であった。このうち、長い PCR産物を Hind IIIと Nhe I
で切断し、さらに、Hind IIIと Nhe Iで切断した FLAG-4.1G-CTD/pcDNA3.1(+) 中
に挿入することによって 4.1G-FL-FLAG/pcDNA3.1(+) を構築した。
　作製したプラスミドはいずれも、ABI PRISM 3700 Big Dye Terminator ver.3.0
(Applied Biosystems, Lincoln Centre Drive Foster City, CA, U.S.A.) を用いて、
ABI310および ABI3100 (Applied Biosystem) で塩基配列を確認した。
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3-2-3　酵母ツーハイブリッド系
　酵母ツーハイブリッド系は ProQuest two-hbrid system を用い、一部改変した
方法で行った。すなわち、酵母細胞 (MaV203) に PTHR-C/pDBLeu をトランス
フォーメーションし、ロイシン欠損培地上でプラスミドが導入されたクローン
を選択した。酵母のトランスフォーメーションは酢酸リチウム法で行った。
PTHR-C/pDBLeuを含む酵母はさらに、human adult brain cDNA libraryをインサ
ートとして持つ pPC86 をトランスフォーメーションし、ロイシン、トリプトフ
ァンおよびヒスチジン欠損培地上で、PTHR-C と結合するタンパク質を発現す
る pPC86 プラスミドを持つ酵母を選択した。この ProQuest two-hbrid system で
は、pDBLeu のインサートと pPC86 のインサートから合成されるタンパク質が
結合する場合、この 2 つのプラスミドを持つ酵母の転写が活性化し、レポータ
ー遺伝子の転写が起こりヒスチジンの合成が可能になることを原理として用い
ている。また、結合が陽性である場合には、さらにウラシル合成酵素およびβ-
ガラクトシダーゼも発現する。この時、結合力のコントロールとして、4 種類
の組合せのプラスミドを導入した酵母をそれぞれ用いた。コントロールに用い
た組合せのプラスミドは次の通りである。コントロール a (pPC97、pPC86)、コ
ントロール b (pPC97-RB、pPC86-E2F1)、コントロール c (pPC97-CYH2S-dDP、
pPC86-dE2F) およびコントロール d (pPC97-Fos、pPC86-Jun)。ロイシン、トリ
プトファンおよびヒスチジン欠損培地上の生育した酵母からはさらに、レプリ
カを取り、ロイシン、トリプトファンおよびウラシル欠損培地上での生育と、
β-ガラクトシダーゼアッセイにより擬陽性を除いた。β-ガラクトシダーゼアッ
セイは、濾紙上に生育させた酵母のコロニーを液体窒素で急速冷凍し、0.6% 2-
mercaptoethanolおよび 1 mg/mL X-galを加えた Z-buffer (60 mM Na2HPO4、40 mM
NaH2PO4、10 mM KCl、1 mM MgCl2、pH 7.0) 中に 30°Cで一晩作用させること
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により行った。この 3 種類の試験でいずれも陽性であった酵母のコロニーにつ
いては、ロイシンおよびトリプトファン欠損液体培地で培養した後、Lysis buffer
(2% Triton X-100、1% SDS、100 mM NaCl、10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA、pH 8.0)
とガラスビーズで破砕し、プラスミドを抽出した。抽出したプラスミドをエレ
クトロポレーション法により大腸菌 (HB101) へ導入した。pPC86 はアンピシ
リン耐性遺伝子を持つため、この HB101をアンピシリンを含む寒天培地上で培
養した。得られたアンピシリン耐性コロニーからプラスミドを抽出し、そのイ
ンサート塩基配列を、ABI PRISM 3700 Big Dye Terminator ver.3.0 を用いて
ABI3100で解析した。
3-2-4　細胞培養
アフリカミドリザル腎臓細胞 (COS-7細胞) は、5% FCS及び抗生物質 (50 µg/mL
ストレプトマイシン、50 units/mL ペニシリン) を含んだ Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) を用いて継代培養した。細胞は 37°Cに保温した 5% CO2
を含むインキュベーター中にて培養し、メディウムは 3~4日間隔で交換した。
3-2-5　トランスフェクション
　COS-7 細胞へのプラスミドのトランスフェクションは、Lipofectamine 2000
Reagent を添付書類の方法に従って行った。トランスフェクションの翌日にメ
ディウムの交換あるいは播種を行い、さらに次の日に実験に使用した。
3-2-6　免疫染色法
　COS-7 細胞に PTHR/pEGFP-N1 と共に、4.1G-FL-FLAG/pcDNA3.1(+) あるい
は 4.1G-CTD-FLAG/pcDNA3.1(+) をトランスフェクションした。翌日、細胞を
poly-L-lysineコーティングしたカバーガラス上に播種し、さらに１日培養した。
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その後、細胞を 1 mM Mg2+と 0.1 mM Ca2+を含有した PBS [phosphate-buffered
saline; PBS (+)] で 2回洗浄した後、室温にて 20分間 4% (w/v) パラホルムアル
デヒドを含有した PBS 中でインキュベートすることにより細胞を固定した。次
に、細胞を 0.5% (v/v) Triton X-100で室温にて 10分間インキュベートすること
により、抗体が通過するための孔を開けた。細胞を 5%スキムミルクを含有し
た TBS (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl) (5% NFDM/TBS) で 3回洗浄した
後、同液で室温にて 1時間インキュベートすることによってブロッキングした。
さらに、細胞を抗 FLAG M2抗体を 400倍に希釈した 5% NFDM/TBSで室温に
て 1 時間インキュベートした後、Alexa 594 融合抗マウス F(ab’)2フラグメント
を 600 倍に希釈した 5% NFDM/TBS で室温にて 30 分間インキュベートした。
次いで、細胞を PBS (+) で 3 回洗浄した後、カバーガラス上に固定した。この
細胞を共焦点蛍光顕微鏡 (Leica TCS NT, Wetzler, Germany) にて観察した。緑色
蛍光の観察には励起波長 495 nm/検出波長 519 nm、赤色蛍光の観察には励起波
長 590 nm/検出波長 617 nmを用いた。
3-2-7　細胞表面ビオチン化法
　細胞表面ビオチン化法は、Sugai ら (113) の方法に改良を加えて行った。
HA-PTHR/pcDNA3/1(+) と共に、4.1G-FL-FLAG/pcDNA3.1(+) あるいは 4.1G-
CTD-FLAG/pcDNA3.1(+) をトランスフェクションした COS-7細胞を 12 wellプ
レートに培養した。まず、COS-7細胞を PBS(+) 1 mLで 2回洗浄した後、バッ
ファーを 0.5 mg/mL sulfo-NHS-SS-biotinを含んだ PBS(+) 600 µLに置換して 20
分間氷上で静置し、さらに新しい biotin 溶液 600 µL に置き換えて 20 分間氷上
で静置した。インキュベーション後、細胞を PBS(+) 1 mLで 2回洗浄し、次い
で RIPAバッファー (50 mM Tris-HCl、pH 7.4、150 mM NaCl、1% (v/v) NP-40、
0.5% (w/v) deoxycholic acid、0.1% SDS、1mM PMSF) 500 µLに溶解した。細胞
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可溶化物を 1.5 mLチューブに回収し、15,000 x g、4°Cで 5分間遠心すること
により得られた上清に抗 HA 抗体 (12CA5) 1 µL を加え、一晩 4°C でインキュ
ベートした。翌日、抗 HA抗体 (12CA5) を含んだ細胞可溶化物を 15,000 x g、
4°Cで 5分間遠心し、得られた上清を protein G-Sepharose 4 Fast Flowと混和し、
4°Cで 1時間インキュベートした。これを 3,000 x g、4°Cで 1分間遠心した後、
RIPAバッファー500 µLで 3回、TBS 500 µLで 1回洗浄した。免疫沈降された
タンパク質を、還元剤を含まないサンプルバッファー (125 mM Tris-HCl、pH 7.4、
4% (w/v) SDS、10% (v/v) glycerol、0.2 mg/mL bromophenol blue) に可溶化し、50°C
で 30 分間熱処理することによってウェスタンブロッティングのサンプルとし
た。なお、COS-7 細胞内に 4.1G-FL-FLAG あるいは 4.1G-CTD-FLAG が発現し
ているかどうかを確認するため、抗HA抗体 (12CA5) を加える直前の上清 20 µL
を、還元剤を含むサンプルバッファー (125 mM Tris-HCl、pH 7.4、4% (w/v) SDS、
1 mM dithiothreitol、10% (v/v) glycerol、0.2 mg/mL bromophenol blue) 20 µLに溶
解した。
3-2-8　PTH受容体タンパク質発現量に対する 4.1G発現の影響の検討ためのサ
ンプル調製法
　HA-PTHR/pcDNA3/1(+) と共に、4.1G-FL-FLAG/pcDNA3.1(+) あるいは 4.1G-
CTD-FLAG/pcDNA3.1(+) をトランスフェクションした COS-7細胞を 12 wellプ
レートに培養した。細胞を TBS 500 µLで 1回洗浄した後、細胞を 0.1 M NaOH
に溶解し、タンパク量を測定した。また、予め別の 12 well プレートに培養し
たトランスフェクションをした COS-7細胞は、TBS 500 µLで 1回洗浄した後、
還元剤を含むサンプルバッファー (125 mM Tris-HCl、pH 7.4、4% (w/v) SDS、1
mM dithiothreitol、10% (v/v) glycerol、0.2 mg/mL bromophenol blue) に、タンパ
ク濃度が等しくなるように溶解した。
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3-2-9　ERK1/2リン酸化測定のためのサンプル調製法
　HA-PTHR/pcDNA3/1(+) と共に、4.1G-FL-FLAG/pcDNA3.1(+) あるいは 4.1G-
CTD-FLAG/pcDNA3.1(+) をトランスフェクションした COS-7細胞を 12 wellプ
レートに培養した。COS-7細胞を 37°Cの恒温槽上で、0.5% BSAを含む EMEM-20
mM HEPES (pH 7.35) 1 mLで 2回洗浄した後、同液 540 µLに置き換えて 1時間
インキュベートした。次いで、最終濃度 100 nMの PTH-(1-34) を加え一定時間
反応させた。反応終了後、バッファーを除去し、サンプルバッファー (75 mM
Tris-HCl、pH 7.4、2% SDS、10% glycerol、3% 2-mercaptoethanol、0.003% bromophenol
blue) を加え溶解した。これを 95°C で 5 分間熱処理することでウェスタンブロ
ッティングのサンプルとして用いた。
3-2-10　ウェスタンブロッティング
　全てのウェスタンブロッティングのサンプルは、10%アクリルアミドゲルを
用いた SDS-PAGE にて分離した。これを、ウェット式トランスファー装置
(Mighty Small Transphor、GE Healthcare) を用いてゲルから PVDF膜に転写した。
転写後の PVDF膜を 5%スキムミルク含有TBST (10 mM Tris-HCl、pH 7.5、100 mM
NaCl、0.05% Tween 20) で室温にて 1時間ブロッキングした後、2%スキムミル
ク含有 TBSTで希釈した各種一次抗体と共に室温で 2時間インキュベートした。
PVDF 膜を TBST で洗浄後、1%スキムミルク含有 TBST で希釈した各種二次抗
体 (HRP 標識) を用いて室温で 1 時間インキュベートした。なお、細胞表面ビ
オチン化法でビオチン標識された PTH 受容体を検出する場合には、HRP 標識
されたストレプトアビジンを 5%スキムミルク含有 TBST に希釈して用いた。
化学発光アッセイキット (ECL、GE Healthcare) を用いて、HRP と基質により
生じた化学発光を検出フィルム (Hyperfilm MP、GE Healthcare) に感光させて
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検出した。用いた一次抗体と二次抗体、およびそれらの希釈倍率は以下の通り
である。
　一次抗体 (希釈倍率) 二次抗体 (希釈倍率)
　　(-)  (3,000倍)
　抗 FLAG M2抗体 (1,000倍) HRP標識抗マウス IgG (5,000倍)
　抗 GFP抗体 (1,000倍) HRP標識抗マウス IgG (5,000倍)
　抗β-actin抗体 (1,000倍) HRP標識抗マウス IgG (5,000倍)
　抗 ERK1/2抗体 (1,000倍) HRP標識抗ウサギ IgG (4,000倍)
　抗リン酸化 ERK1/2抗体 (1,000倍) HRP標識抗ウサギ IgG (4,000倍)
3-2-11　細胞内 Ca2+濃度測定
　細胞内 Ca2+濃度は、fura 2法にて測定した。HA-PTHR/pcDNA3/1(+) と共に、
4.1G-FL-FLAG/pcDNA3.1(+) あるいは 4.1G-CTD-FLAG/pcDNA3.1(+) をトラン
スフェクションした COS-7 細胞を 60 mm ディッシュに培養した。COS-7 細胞
を modified Tyrode液 (10 mM HEPES、137 mM NaCl、2.7 mM KCl、10 mM MgCl2、
0.18 mM CaCl2、5.6 mM glucose, pH 7.4) 2 mLで 1回洗浄した後、1% BSAおよ
び 0.1%コラゲナーゼを含む modified Tyrode 液で細胞を処理することにより浮
遊させた。次いで modified Tyrode液 5 mLで 2回洗浄した後、最終 1 µMとな
るように modified Tyrode液で希釈した蛍光 Ca2+指示薬 fura 2-AM中に細胞を懸
濁し、37°C で 15 分間インキュベートすることによって fura 2 を細胞内に取り
込ませた。インキュベート後、細胞を再度 modified Tyrode液 5 mLで 2回洗浄
し、最終的に 5 x 105 cells/mLとなるように modified Tyrode液で懸濁した。蛍光
強度の測定には分光蛍光光度計 (F-2000、Hitachi) を用い、340 nm及び 380 nm
で励起し、510 nm の蛍光を検出した。それぞれの反応後には、Triton X-100 を
加えることで最大蛍光を、一方 EGTA を加えることで最小蛍光を求め、fura 2
66
と Ca2+との解離係数を 224 nMとして細胞内 Ca2+濃度を求めた。
3-2-12　データ処理
　実験結果は平均値±標準誤差として示した。有意差検定は Student’s t-検定を
用いて解析した。
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3-3. 結果
3-3-1　酵母ツーハイブリッド系による PTH受容体会合タンパク質の探索
　PTH 受容体の C 末端 (PTHR-C) に会合するタンパク質を探索するため、酵
母ツーハイブリッド系を行った。Bait としては PTHR-C の 127 アミノ酸を用い
た。会合タンパク質はヒト脳 cDNA ライブラリー由来のタンパク質の中から探
索した。およそ 100万個の酵母コロニーからスクリーニングした結果、15 個の
陽性クローンが得られた。このうちの 5個がヒト 4.1Gの CTD領域 (4.1G-CTD)
をコードする遺伝子であった (Fig. 3-4A)。ヒト 4.1G mRNA (GenBank accession
number NM_001431) の全長は 45番目の塩基から 3,062番目の塩基までの 3,018
塩基対、すなわち 1,006 アミノ酸からなる (Fig. 3-4A)。一方、ヒト 4.1G-CTD
をコードする塩基配列は 2,673 番目から 3,059 番目までの 387 塩基対、すなわ
ち 129アミノ酸からなる (Fig. 3-4A)。なお、15個の陽性クローンのうち、1個
の強い結合力を示したクローンは、細胞質ダイニン軽鎖 Tctex-1 をコードする
遺伝子であった (113)。
3-3-2　4.1G-CTDとの結合に関与する PTHR-C中のアミノ酸配列の同定
　PTHR-C 中に 4.1G-CTD との結合に関与するアミノ酸配列を見出すため、酵
母ツーハイブリッド系を行った。PTHR-C としては 12種類の様々な部分フラグ
メントを作製し、pDBLeuベクターに組み込んだ (Fig. 3-4B)。また、4.1.G-CTD
としては、fig. 3-4A で見出された 4.1G-CTD/pPC86 を用いた。ヒスチジン欠損
培地上の生育と、β-ガラクトシダーゼアッセイによって結合の有無を検討した
ところ、CN-1、-2、-3および-8が4.1G-CTDと強く結合することが見出された (Fig.
3-4B)。このことは、CN-8中の 24アミノ酸 (QAEIKKSWSRWTLALDFKRKARSG)
が 4.1Gとの結合に重要であることが示唆された (Fig. 3-4C)。
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3-3-3　PTH受容体と 4.1Gの細胞内局在
　4.1Gは protein 4.1ファミリーに属するタンパク質で、細胞膜裏打ちタンパク
質である。Protein 4.1 ファミリーは主に 3 つのドメイン構造よりなっている。
すなわち、4.1、ezrin、radixin および moesin という 4 タンパク質に相同性の見
られる FERM (four point one-ezrin-radixin-moesin) ドメイン、細胞骨格タンパク
Interaction
C-end (Q467-M593) +
CN-1 (Q467-A575) +
CC-1 (A575-M593) -
CC-2 (N507-A575) -
CN-2 (Q467-T506) +
CN-3 (Q467-M499) +
CN-4 (Q467-R476) -
CN-5 (W477-R488) -
CN-6 (G490-M499) -
CN-7 (M499-R511) -
CN-9 (T478-M499) -
CN-10 (G490-R511) -
CN-8 (Q467-G490) +
B
C
QAEIKKSWSRWTLALDFKRKARSGCN-8
4.1G mRNA
1 4336
Coding region of full length 4.1G
45 3062
2668 3275
One of the representative cDNA clones of 4.1G.
CTD of 4.1G
2673 3059
A
Fig. 3-4. 4.1G is a binding protein of PTHR-C. (A) Identified 4.1G cDNA fragments interacting with
PTHR-C. Reported human 4.1G mRNA (GenBank® accession number NM_001431), coding region of full-
length 4.1G, and coding region of 4.1G-CTD are shown as grey bars. One of the representative cDNA
clones of 4.1G as a result of yeast two-hybrid screening is shown by a black line. (B) Determination of
peptide fragments bound to 4.1G in PTHR-C. A yeast two-hybrid system was used between PTHR-C and
4.1G-CTD. Wild-type PTHR-C and its various subsegments (CC- and CN- series) were tested. +, positive
interaction; -, negative interaction. One-letter amino acid codes are used. (C) Alignment of amino acid
sequences of CN-8.
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質アクチンおよびスペクトリンと会合する SABD (spectrin/actin-binding domain)、
そして protein 4.1 ファミリーそれぞれにおいて特有の配列を持つ CTD
(carboxyl-terminal domain) である (119)。Protein 4.1 ファミリーは細胞膜でアク
チン、スペクトリンと結合する他、様々な膜タンパク質と会合することで、細
胞膜の安定化や膜タンパク質の細胞膜における安定性に関与している (119)。
　まず、細胞内のどの部位に PTH受容体と 4.1Gがそれぞれ局在しているのか、
免疫染色法にて検討した。ここで、PTH 受容体は C 末端に GFP の融合した
PTHR-GFP を用い、緑色の蛍光として検出した。一方 4.1G は C 末端に FLAG
タグの付加した 4.1G-FLAGを用い、1 次抗体および 2次抗体としてそれぞれ抗
FLAG M2抗体および Alexa 594融合抗マウス F(ab’)2フラグメントを用いること
で赤色の蛍光として検出した。その結果、PTHR-GFP は細胞膜、細胞質および
核周辺部への局在が確認された (Fig. 3-5, left)。一方、4.1G-FLAGは細胞膜およ
り細胞質への局在が確認された (Fig. 3-5, middle)。PTHR-GFP の画像と 4.G-
FLAG の画像をマージさせたところ、細胞膜と細胞質において共局在が認めら
れた (Fig. 3-5, right)。なお、4.1G-CTD-FLAGは細胞膜には局在が殆ど見られず、
細胞質に多くが局在していた (data not shown)。
GFP Alexa Fluor Merge
Fig. 3-5. Intracellular distribution of PTHR and 4.1G in COS-7 cells. PTHR-GFP and FLAG-4.1G were
co-expressed in COS-7 cells. FLAG-4.1G was immunostained using anti-FLAG antibody M2 (mouse) and
Alexa Fluor® 594-conjugated F(ab’)2 fragment of anti-mouse IgG (H+L). Confocal micrographs are from
one representative experiment of three.
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3-3-4　 PTH受容体の細胞表面量に対する 4.1Gの役割
　細胞膜において PTHRと 4.1Gとの共発現が見られたことから、PTHRの細胞
表面量に及ぼす 4.1G の影響を細胞表面ビオチン化法によって検討した。ここ
では、HA タグを付加した PTHR (HA-PTHR) と共に 4.1G-FL-FLAG あるいは
4.1G-CTD-FLAG を COS-7 細胞に発現させて実験に使用した。まず、細胞表面
の全てのタンパク質のアミノ記を非特異的に、水溶性のビオチン分子 sulfo-
NHS-SS-biotin で標識した。その後細胞を可溶化し、PTHR を抗 HA 抗体を用い
て免疫沈降した。このサンプルを 10% SDS-PAGEにて分離し PDVF膜に転写し
た後、PVDF 膜上のビオチン分子を、特異的かつ強固に結合するストレプトア
ビジン (HPR 標識物) を用いて検出した。その結果、細胞表面 PTHR 量は
4.1G-FL-FLAG によって顕著に増加し、一方、細胞膜に局在しない 4.1G-CTD-
FLAGによっては変化しなかった (Fig. 3-6, upper panel)。なお、COS-7内に発現
する 4.1G-FL-FLAGおよび 4.1G-CTD-FLAGは、抗 FLAG M2抗体を用いて検出
した (Fig. 3-6, lower panel)。
Transfection
IP : anti-HA
IB : streptavidin•HRP
IB : anti-FLAG (k
Da
)
175
83
62
48
33
25
17
Mock
4.1G
-WT
4.1G
-CTD
HA-PTHR
FLAG-4.1G-WT
FLAG-4.1G-CTD
Fig. 3-6. Effects of 4.1G on the amount of cell-surface PTHR. HA-PTHR and FLAG-4.1G (4.1G or
4.1G-CTD) were co-expressed in COS-7 cells. Upper panel: cell-surface biotinylation assay. The amount of
PTHR on the cell surface was increased by FLAG-4.1G. Lower panel: detection of 4.1G proteins in COS-7
cells. Expressions of both FLAG-4.1G and FLAG–4.1G-CTD proteins were confirmed. Results are
representative of three experiments. IB, immunoblot; IP, immunoprecipitation. Molecular-mass sizes are
given in kDa.
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　4.1G が PTHR の転写を制御すること、あるいは mRNA 安定性を制御するこ
とを介して PTHR の発現量を増加させ、細胞表面 PTHR 量を増加させた可能性
も考えられる。そこで、PTHR の発現量に対する 4.1G の影響を検討した。
PTHR-GFP と共に 4.1G-FL-FLAG あるいは 4.1G-CTD-FLAG を、COS-7 細胞に
発現させ、PTHR-GFPの発現量をウェスタンブロッティングによって検討した。
その結果、4.1G-FL-FLAG によって僅かな PTHR-GFP 量の増加が見られたもの
の、細胞表面 PTH受容体量の増加分に比較したら無視出来る程度のものであっ
た (Fig. 3-7, top panel)。なお、内部標準としてのβ-アクチン (Fig. 3-7, middle
panel) と 4.1G-FL-FLAGおよび 4.1G-CTD-FLAG (Fig. 3-7, lower panel) をそれぞ
れ示した。
Transfection
IB : anti-GFP
IB : anti-β-actin
IB : anti-FLAG (k
Da
)
175
83
62
48
33
Mock
4.1G
-WT
4.1G
-CTD
PTHR-GFP
β-actin
FLAG-4.1G-WT
FLAG-4.1G-CTD
Fig. 3-7. Effects of 4.1G on expression of PTHR in COS-7 cells. PTHR-GFP and FLAG-4.1G (mock,
4.1G or 4.1G-CTD) were co-transfected into COS-7 cells. The expression level of PTHR-GFP protein was
compared among the cells co-transfected with mock, FLAG-4.1G and FLAG-4.1G-CTD (top panel). Note
that FLAG–4.1G only slightly increased the expression of PTHR-GFP protein. β-Actin was used as an
internal control (middle panel). Expression of FLAG-4.1G (4.1G or 4.1G-CTD) is shown in the bottom
panel. Results are representative of three experiments. IB, immunoblot; IP, immunoprecipitation. Molecular-
mass sizes are given in kDa.
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3-3-5　PTH受容体を介する ERK1/2リン酸化に対する 4.1Gの影響
　4.1Gを強制発現させることによって細胞表面 PTHR 量が増加したことから、
次に、PTHR を介するシグナル伝達における 4.1Gの役割を検討した。まず、リ
ン酸化について検討した。HA-PTHRと 4.1G-FL-FLAGあるいは 4.1G-CTD-FLAG
を COS-7細胞に発現し、0.5% BSAを含む EMEM-20 mM HEPESで 1時間プレ
インキュベーション後に、一定時間 100 nM PTH-(1-34) で刺激した。その結果、
PTH-(1-34) 刺激後、5~20 分をピークとした ERK1/2 リン酸化が見られた (Fig.
3-8A)。一般的に、GPCRがリガンドによって刺激されると、EGFRの活性化 (ト
ランスアクチベーション) を引き起こし、次いで Rasを介した ERKカスケード
の活性化が引き起こされることが知られている (122)。PTH受容体においても、
EGF 受容体のトランスアクチベーションを介して ERK1/2 が活性化する
(123,124)。ここで、PTH-(1-34) 誘導性の ERK1/2が EGF受容体を介しているか
どうかを検討するため、EGFR リン酸化の特異的阻害薬 AG1478 を用いた。
AG1478 (100 nM) 存在下に PTH-(1-34) (100 nM) で 10 分間刺激したところ、
ERK1/2リン酸化は AG1478によって完全に抑制された (Fig. 3-8B)。また、EGF
(10 ng/mL) 誘導性の ERK1/2リン酸化も AG1478 (100 nM) によって完全に抑制
された (Fig. 3-8B)。このことより、PTHR から EGFR のトランスアクチベーシ
ョンを介して ERK1/2 のリン酸化されることが示唆された。次に、PTHR を介
する ERK1/2リン酸化に対する 4.1G強制発現の影響を検討した。PTH-(1-34) 10
分間刺激後の ERK1 あるいは ERK2 のリン酸化レベルを、無刺激時のそれぞれ
のリン酸化レベルで補正しパーセントで表示した。その結果、4.1G-FL-FLAG
を発現した COS-7 細胞においては、ERK1 リン酸化が亢進する傾向がみられ、
また ERK2 リン酸化の有意な亢進がみられた。一方、4.1G-CTD-FLAG の発現
した細胞においては変化が見られなかった (Fig. 3-8C)。
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3-3-6　PTH受容体を介した細胞内 Ca2+濃度上昇に対する 4.1Gの影響
　PTHR のシグナル伝達のうち、細胞内 Ca2+濃度 ([Ca2+]i) 上昇に対する 4.1G
の影響を検討した。HA-PTHRと 4.1G-FL-FLAGあるいは 4.1G-CTD-FLAGを発
現した COS-7細胞に蛍光 Ca2+指示薬 fura 2-AMを取り込ませ、PTH-(1-34) (100
nM) で刺激した。その結果、4.1G-FL-FLAG によって有意な[Ca2+]i 上昇の亢進
が認められ、一方、4.1G-CTD-FLAG によっては変化が見られなかった (Fig. 3-
9A)。次に、PTH 受容体を介する[Ca2+]i 上昇亢進における EGFR の影響を検討
した。その結果、PTH-(1-34) (100 nM) 誘導性の[Ca2+]i上昇は AG1478 (100 nM) の
影響を受けず、また EGF (10 ng/mL) で刺激した場合にも、[Ca2+]iの増加は見ら
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Fig. 3-8. Effects of 4.1G on PTH-(1-34)-induced phosphorylation of ERK1/2. (A) Time-dependency of
PTH-(1-34)-induced phosphorylation of ERK. HA–PTHR-expressed COS-7 cells were treated with 100 nM
PTH-(1-34) for the indicated times. Phosphorylated ERK1/2 and total ERK1/2 were detected as described in
detail in the Experimental section. (B) PTH-(1-34)-induced phosphorylation of ERK1/2 via transactivation
of the EGF receptor. HA-PTHR was expressed in COS-7 cells. Cells were treated with 10 ng/ml EGF or 100
nM PTH-(1-34) for 10 min in the absence or presence of 100 nM AG1478. PTH-(1-34)-stimulated ERK1/2
phosphorylation was inhibited by AG1478. Results are representative of three experiments. (C) Effects of
4.1G on PTH-(1-34)-induced ERK1/2 phosphorylation. HA–PTHR and FLAG-4.1G (4.1G or 4.1G-CTD)
were co-expressed in COS-7 cells. The cells were treated with 100 nM PTH-(1-34) for 10 min. PTH-(1-34)-
stimulated phosphorylation of ERK1/2 was augmented by FLAG-4.1G. Results are means±S.E.M. for three
experiments. (*P<0.05 compared with mock).
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れなかった (Fig. 3-9B)。以上の結果から、PTHR を介した[Ca2+]i上昇は、EGFR
非依存的に引き起こされることが示唆された。
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Fig. 3-9. 4.1G facilitated PTH-(1-34)-induced [Ca2+]i elevation without transactivation of the EGF
receptor. (A) Effects of 4.1G on PTH-(1-34)-induced [Ca2+]i elevation. COS-7 cells expressing HA-PTHR
and FLAG-4.1G (4.1G or 4.1G-CTD) were loaded with fura 2/AM. PTH-(1-34) (100 nM)-induced [Ca2+]i
elevation was enhanced by the expression with FLAG-4.1G, but not with FLAG-4.1G-CTD (left-hand
panel). The quantified data are shown (right-hand panel). The results are means±S.E.M. for six individual
experiments. (*P<0.05 compared with mock). (B) Effects of EGF on [Ca2+]i elevation. HA-PTHR-
expressing COS-7 cells were treated with 10 ng/ml EGF (top panel) or 100 nM PTH-(1-34) (middle and
bottom panels) in the absence (top and middle panels) or presence (bottom panel) of 100 nM AG1478. EGF
did not cause [Ca2+]i elevation, and PTH-(1-34)-induced [Ca2+]i elevation was not influenced by AG1478.
Results are representative of three experiments.
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3-4. 考察
　これまでにβ-アレスチン (109,110) や Tctex-1 (113) のように、いくつかの細
胞内タンパク質が PTHR のカルボキシル末端 (PTHR-C) と会合することが報告
されている。β-アレスチンは PTHR のインターナリゼーションやリサイクリン
グに関与し (109,110)、また Tctex-1はインターナリゼーションに関与する (113)。
本研究において、細胞骨格系タンパク質 4.1G が PTHR-C と会合することを、
酵母ツーハイブリッド系を用いて見出した。4.1Gは protein 4.1ファミリーの一
種であり、細胞膜の裏側に豊富に存在し、スペクトリン/アクチン細胞骨格系と
会合して細胞膜の安定化、形態維持や細胞膜の変形に関与する他、膜タンパク
質の細胞膜への固定化にも関与する (118)。Protein 4.1には幾つかのファミリー
が知られているが、最初に発見された protein 4.1は赤血球に豊富に存在する 4.1R
(red-blood-cell-type) である。現在までに 4.1B (brain-type) (125)、4.1G (general-type)
(126)、4.1N (neuron-type) (127) と 4.1O (ovary-type) (128) が同定されている。4.1G
の生体内分布は多岐に渡っており、心臓、脳、胎盤、肺、骨格筋、腎臓、膵臓
や生殖腺が報告されている (129)。本研究では 1321N1ヒトアストロサイトーマ
細胞の cDNA から 4.1G をクローニングしたが、脳の中でもアストロサイトに
4.1G が発現していることを報告した例はなく、非常に有用な結果であることが
考えられる。
　Protein 4.1 ファミリーは、FERM (4.1-ezrin-radixin-moesin) ドメイン、スペク
トリン/アクチン結合ドメイン (SABD) および C 末端ドメイン (CTD) より構
成されている (119)。FERM ドメインは 4.1、ezrin、radixin、moesin という働き
の類似したタンパク質間で保存性が高いドメインである (120) が、SABD や
CTD については、5 種類の protein 4.1 ファミリー間では相同性は低い (119)。
なお、本研究において、酵母ツーハイブリッドスクリーニングの結果より
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PTHR-C と会合することが見出されたのは、4.1G の CTD 部分フラグメントで
あった。
　PTHR-C において、4.1G の CTD との結合に関与するアミノ酸配列を見出す
ため、酵母ツーハイブリッドスクリーニングを行った結果、比較的 N末側の 24
アミノ酸 (CN-8; QAEIKKSWSRWTLALDFKRKARSG) が見出された。一方で、
Tctex-1 との結合に関与する PTHR-C 中のアミノ酸配列は、比較的 N 末側の 34
アミノ酸  (CN-11; TLALDFKRKARSGSSSYSYGPMVSHTSVTNVGPR) であり
(113)、TLALDFKRKARSG 部分は重複が見られた。このように 4.1G と Tctex-1
が結合する部位は近接していること、4.1Gは 100 kDaと非常に大きい分子であ
ること、そして 4.1G は PTHR を細胞膜に安定的に局在させる一方で Tctex-1は
PTHR の細胞内内在化に関与するという一見反対の作用を示すことなどから、
生理的条件下で PTHR-C に 4.1Gと Tctex-1とが同時に会合することは難しいの
ではないかと思われる。今後詳細な検討が必要である。
　Protein 4.1 は、ATP、phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate や phosphatidylserine
などのリン脂質、calmodulin や p55 などの細胞内タンパク質、glycophorin A、
glycophorin C、band 3や CD44などの膜タンパク質 (120) の他、最近ではαvβ8
インテグリン (130) とも会合することが知られている。Protein 4.1 ファミリー
はまた、幾つかの GPCR およびイオンチャネルとも会合することが知られてい
る。すなわち、AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) 受
容体である GluR1 (131) や GluRD (GluR4) (132)、ドパミン D2および D3受容体
(133)、そして A1アデノシン受容体 (A1AR) (134) がそれぞれ報告されている。
また、細胞内 Ca2+チャネルであるイノシトール 1,4,5-三リン酸受容体 (IP3R) に
も protein 4.1の会合することが報告されている (135)。Protein 4.1はこれらの受
容体に対して同様な作用、すなわち、受容体の細胞膜への局在化に関与すると
考えられる。また IP3R に関してはそれ以外にも、神経細胞における IP3R 軸索
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内拡散を抑制することが報告されている (136)。しかし、肝細胞においては IP3R
が protein 4.1と会合しないという報告もあり (137)、細胞特異性も示唆される。
一方、A1AR (134) や代謝型グルタミン酸受容体 (mGluR1α) (138) は共に三量
体 Gタンパク質 Gi共役型の GPCRであるが、protein 4.1はこれらの受容体のシ
グナル伝達を抑制することが報告されている。
　PTHR においては、protein 4.1 ファミリーのうち 4.1G が会合することを本研
究において見出した。COS-7 細胞に PTHR-GFP と FLAG タグをつけた 4.1G と
を共発現し、細胞内局在を免疫染色法にて検討したところ、両者は細胞膜およ
び細胞質で共局在していることが示された。ここで、PTHR-C に結合するタン
パク質として酵母ツーハイブリッド系の実験で当初見出された 4.1G は、全長
ではなく CTD 部分であった。4.1G の CTD 部分フラグメント (4.1G-CTD) は
PTHR と結合することが出来るが、FERM ドメインや SABD を有していないた
めに細胞膜と会合せず、4.1G の不活性化体として実験的に利用可能である。そ
こで、PTHR の細胞表面量に対する 4.1Gの影響を細胞表面ビオチン化法で検討
したところ、全長の 4.1G によって PTHR の細胞表面量は顕著に増強したが、
4.1G-CTD では PTHR の細胞表面量に変化は起こらなかった。COS-7 細胞に内
因性に発現している protein 4.1のファミリーは不明であるが、4.1G-CTDによっ
て PTHRの細胞表面量に変化が起こらなかったこととして、COS-7細胞には 4.1G
が発現していないかまたは極めて少量しか発現していないこと、あるいはCOS-7
細胞はアフリカミドリザルの細胞であるため、ヒトの 4.1G-CTD では効果を抑
制することが出来なかったことなどが考えられる。一方、先にも述べた通り、
1321N1細胞には内因性に 4.1Gの発現していることを mRNAレベルで示してい
る。今後、1321N1 細胞に 4.1G-CTD-FLAG を過剰発現した時、細胞表面 PTHR
量に与える影響を検討することが必要である。以上のことから、PTHR が細胞
膜に安定的に局在することに 4.1Gの関与が見出された。このことは、他の GPCR
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やイオンチャネルに対する protein 4.1 の作用と同様の結果が得られたものと考
えられる。更に、PTHR のシグナル伝達に対して 4.1Gが与える影響について、
[Ca2+]i上昇および ERK1/2 リン酸化で検討した。その結果、4.1G-FL-FLAG 依存
的、かつ 4.1G-CTD-FLAG非依存的な PTHRシグナルの有意な増強が見られた。
すなわち、4.1Gによって PTHR が細胞膜に安定的に留まることが出来るため、
そのシグナル伝達も増強 (生理的には安定化か？) される可能性が考えられた
(139)。しかし、この PTHRでの結果は、A1ARやmGluR1αのシグナル伝達が protein
4.1によって抑制されたとする結果とは相反するものであった。PTHR は三量体
G タンパク質 Gsと Gqに主に共役している一方で、A1AR や mGluR1αはGiに共
役していることから、Gs/Gqと Giの共役 GPCR は、細胞内タンパク質による制
御メカニズムが異なっている可能性も考えられる。しかし、現在のところ明確
な理由は明らかにはなっておらず、今後詳細に検討することが必要である。
　このように本研究結果では、COS-7細胞に 4.1G-FL-FLAGを強制発現すると、
PTHR を介したシグナル伝達が増強されることを示した。しかしここで、PTHR
の細胞表面量増加だけがこのシグナル伝達増強に関与するかどうかについては
議論の余地がある。その一つに EGFR のトランスアクチベーションが考えられ
る。本研究結果や以前の報告例によると、PTH-(1-34) 刺激は PTHR を介して
EGFR をトランスアクチベーションし、さらに ERK1/2 カスケードの活性化を
引き起こすことが示唆されている (124,140)。本研究結果では、PTH-(1-34) 誘
導性の[Ca2+]i濃度上昇や ERK1/2リン酸化が 4.1G-FL-FLAGの強制発現によって
増強されたが、4.1Gが EGFR の細胞表面局在化を増強したために起こった可能
性も考えられた。しかし、EGF 刺激をした場合に[Ca2+]i 濃度上昇が引き起こさ
れなかったことや、EGF 誘導性の ERK1/2 リン酸化が 4.1G-FL-FLAG の強制発
現の影響を受けなかった (M. Saito and N. Nakahata, unpublished observation) こと
から、4.1Gは EGFR の細胞表面局在化を促進していない可能性が薬理学的に示
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唆された。
　一方本研究では、PTH 受容体を介した cAMP 濃度上昇に対する 4.1G の影響
についても検討した (M. Saito and N. Nakahata, unpublished observation)。HA-
PTHR を発現した COS-7 細胞では顕著な PTH-(1-34) 誘導性の cAMP 濃度上昇
が見られ、4.1G-FL-FLAG の共発現下では cAMP 濃度上昇度はその約 1.2 倍と
なった。しかし、アデニル酸シクラーゼ活性化薬フォルスコリン誘導性の cAMP
濃度上昇度においても同様に、4.1G-FL-FLAGの共発現によって約 1.2倍に増加
した。このことは、何らかのメカニズムによって 4.1G がアデニル酸シクラー
ゼの活性を調節している可能性を示唆している。しかしそのため、4.1G-FL-FLAG
共発現によって PTH-(1-34) 誘導性の cAMP濃度上昇が増強された作用は、4.1G
が直接 PTH受容体に作用したことで引き起こされたのかについては不明である。
今後更なる検討が必要とされる。
　これらの実験はすべて COS-7 細胞を用いた発現系でなされているため、擬似
的条件下での PTHR と 4.1G の相互作用を検討していることになる。現在まで
に、例えば骨肉腫細胞 (SaOS-2 細胞) には内因性に PTHR と 4.1G が共に発現
することを実験的に示している  (M. Saito and N. Nakahata, unpublished
observation)。今後、この様な細胞を用いて、より生理的な条件下で PTHRと 4.1G
の相互作用を検討することが必要である。
　さて、上述の通り、細胞内 Ca2+チャネルである IP3Rに protein 4.1が会合する
ことによって、IP3Rが細胞膜近傍へ局在変化することが報告されている (135)。
このことは、4.1G を介して PTHR と IP3R が物理的に近接する可能性を示唆し
ている。GPCR がアゴニスト刺激され Gqタンパク質が活性化されると、ホスホ
リパーゼ C が活性化される (141)。ホスホリパーゼ C の活性化はホスファチジ
ルイノシトール 4,5-二リン酸の分解により、IP3とジアシルグリセロールの生成
を引き起こす (141)。IP3は細胞質に拡散し、小胞体膜上に存在する IP3Rに結合
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した後、小胞体内から細胞質に Ca2+が放出される (141)。ここで、GPCRと IP3R
とが何らかの細胞内タンパク質によって物理的に近接することがあれば、IP3の
作用効率が高まるため、生体においては非常に有用なシグナル伝達機構になる
ことが考えられる。事実、代謝型グルタミン酸受容体 (mGluR) に会合する
Homer は、IP3R とも結合し、mGluR および IP3R を介した小胞体からの Ca2+放
出に関与することが知られている (142)。すなわち、本研究結果では PTH-(1-34)
誘導性の[Ca2+]i濃度上昇が 4.1G-FL-FLAG強制発現によって増強されたが、4.1G
が PTHR の細胞表面量を増加させたこと以外にも、PTHRと IP3Rの物理的な距
離が 4.1G によって近接し、そのために PTHR や PLC を介して産生された IP3
の IP3Rへの結合効率が上昇し、結果として PTHRのシグナル伝達効率が高まっ
た可能性が考えられる。これらについては今後の詳細な検討が期待される。
　さて、PTHR の C 末に会合する protein 4.1 は細胞膜裏打ちタンパク質である
が、常に細胞膜に会合している訳ではなく、細胞膜に結合と解離を繰り返すと
考えられている。すなわち、protein 4.1 と類似タンパク質である ezrin、radixin
と moesin は、リン酸化されると N 末側と C 末側の分子内結合が解離し、細胞
膜および膜タンパク質に結合することが知られている (143)。また Manno ら
(144) は、4.1Rの Ser312が protein kinase C (PKC) の活性化薬によってリン酸化
され、このリン酸化が 4.1Rが細胞膜から遊離することに関与することを報告し
ている。将来的には、PTHR シグナルによって protein 4.1 がどのように制御さ
れるのか、そしてその protein 4.1 が制御されることが、逆に PTHR のシグナル
伝達に対してどのようなフィードバック効果をもたらすのかということを解明
することは、非常に興味深いことである。
　PTHR の C 末に会合する protein 4.1 の生理的意義については未解明の部分が
多く残されている。今後、生理的な細胞株を用い、protein 4.1 による GPCR シ
グナルの分子制御メカニズムの解明されることが期待される。
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3-5. 小括
　PTHR の C 末端に会合するタンパク質を探索するために酵母ツーハイブリッ
ド系を行ったところ、細胞骨格系タンパク質 4.1G を見出した。4.1G は PTHR
の C末端中の、比較的 N末側のアミノ酸と結合することが酵母ツーハイブリッ
ド系の実験から示された。細胞内局在部位については、PTHR と 4.1Gは細胞膜
において強い共局在が見られたことから、細胞表面 PTHR 量における 4.1G の
役割を検討した。その結果、4.1Gは PTHR の細胞内分布を細胞膜に変化させる
ことが明らかになった。また、4.1Gは PTHRを介した ERK1/2リン酸化や[Ca2+]i
上昇度の増強にも関与することが示された。また、ERK1/2 のリン酸化におい
ては、EGFR のトランスアクチベーションを介した経路も存在することが示さ
れた。EGFR も細胞膜受容体であるため、4.1G が EGFR の細胞膜局在を増強す
ることで ERK1/2 リン酸化の増強が引き起こされる可能性も考えられたが、こ
れについては 4.1G は特に影響しなかった。以上の実験より、4.1G の生理機能
として、PTHR を細胞膜に安定的に局在させることによって PTHR の機能を調
節する可能性が示された。
　これまでに GluR1、GluRD (GluR4)、ドパミン D2および D3受容体、あるいは
A1 アデノシン受容体などにおいては、protein 4.1 ファミリーが会合することで
それら受容体の細胞膜局在が増強されることは示されてきた。しかし本研究の
ように、受容体の細胞膜局在が増強された結果として、シグナル伝達の増強と
いう生理機能の亢進に繋がることを示した例はなく、その意味で本研究の意義
は大きいものと思われる。今後、PTHR の機能調節における 4.1Gの役割につい
て、さらに詳細なメカニズムが解明されることが期待される。
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第 4章　総括
　GPCR のシグナルは三量体 G タンパク質を介して行われることが古くから知
られているが、GPCR シグナルの調節機構は非常に複雑で、未知のことが多く
残されている。本研究では、そのうちのリン酸化による調節と、GPCR の C 末
端会合タンパク質による調節について検討を加えた。
　第 2章では、まず、AT1-Rは Ang II前処理によってそのシグナルである[Ca2+]i
上昇が脱感作されたが、PKC 活性化薬 PMA 前処理では脱感作されないことを
示した。一般的に、GPCR がリン酸化されると、GPCR と三量体 G タンパク質
との脱共役および GPCR のインターナリゼーションが引き起こされるが、PKC
以外の AT1-R リン酸化タンパク質として GRK が知られている。GRK との結合
部位を欠損させた AT1-327STOP では、受容体直下のシグナルである[Ca2+]i上昇
度が AT1-WT に比べて顕著に弱かった。それにも関わらず、最終的な生理機能
としての AT2-R 発現量の減少が強く起こることを示した。この理由は未だ不明
であるが、AT1-327STOP では GRK を介した三量体 G タンパク質との脱共役あ
るいはインターナリゼーションを受けないため、持続的にシグナルが惹起され、
AT2-R 発現量の減少が強く引き起こされたのではないかと考えられる。これま
で GPCR のインターナリゼーションの意義として、細胞膜からの GPCR 発現量
の減少と、細胞内でのシグナル伝達の惹起という、相反することが報告されて
おり、インターナリゼーションそのものの生理的意義は明確にはなっていなか
った (68,69)。本研究結果より、AT1-Rが GRKによってリン酸化されることで、
インターナリゼーションを介した「脱感作」が「シグナル伝達の惹起」よりも
強く引き起こされている可能性が示唆された。
　一方、これまで AT1-R と AT2-R の受容体間コミュニケーションについては
幾つかの報告がなされてきたが、AT1-R が AT2-R の発現量を減少させるメカニ
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ズムについては解析されていなかった。出産前後や様々な神経障害時などにお
いて AT1-R と AT2-R の発現量が変化することから、AT1-R による AT2-R 発現
の調節機構を解明することは、非常に意義深いものと思われる (82,83)。本研究
によって、AT1-R から Gq/PLC 経路、および ERK1/2 の活性化を経て AT2-R の
発現が mRNA レベルで減少し、しかもその減少には AT2-R mRNA 安定性の低
下が関わっていることが初めて明らかになった。
　第 2 章に関連したこととして、GPCR の C 末端には GRK やβ-アレスチンが
会合することで、GPCR のシグナル伝達や細胞内局在を調節することが知られ
ている (30)。現在ではそれら以外にも多くの細胞内タンパク質が GPCR の C
末端と会合することが見出されているが、その機能については十分には解明さ
れていない。第 3章では、PTHRの C末端に会合するタンパク質として、protein
4.1 ファミリーの一種である 4.1G を酵母ツーハイブリッド法により探索した。
Protein 4.1 ファミリーは細胞膜裏打ちタンパク質で、細胞膜の安定化や膜タン
パク質の細胞膜への安定的局在などに関与する。本研究において、PTHRと 4.1G
は細胞膜において強い共局在が見られ、また 4.1G を過剰発現させることによ
って PTHR の細胞膜局在量が増加することが示された。4.1G はさらに、PTHR
のシグナル伝達を増強する作用のあることも示された。これらの検討により、
4.1Gは生理的には PTHR の細胞膜での局在を安定に保ち、そしてそのシグナル
伝達を安定化する作用のあることが示唆された。
　PTHRの C末端に会合するタンパク質として、4.1G以外に Tctex-1 (t-complex
testis expressed-1) が見出されている。Tctex-1は、微小管に沿った輸送を行うモ
ータータンパク質、細胞質ダイニンの軽鎖の一種である。以前の検討 (113) よ
り、Tctex-1は PTHRのアゴニスト依存的なインターナリゼーションに関与する
ことが示された。すなわち、PTHR の C 末端には、PTHR の細胞表面局在を安
定化させる 4.1Gと、一方で PTHRの細胞内取り込みに関与する Tctex-1という、
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相反する作用のタンパク質が結合することが明らかになった。Tctex-1 と 4.1G
は、PTHR に会合するタンパク質全体のうちの一部に過ぎず、今後更なる新規
タンパク質が見出され、PTHR機能の制御機構が明らかになることが望まれる。
これらの解明は、PTHR のみならず多くの GPCR 機能制御において、C 末端の
役割を明らかにすることにも繋がる。
　現在使用されている医薬品の約半数は、GPCRを標的としたものである。GPCR
の機能を解明することは、既存の医薬品の作用機序をより詳細に理解すると共
に、副作用の発症機構の理解および軽減にも繋がるものと思われる。さらに、
新たな GPCR の調節機構が明らかにされることは、医薬品の新たな標的分子を
見出すことにも繋がる。このように、GPCR の機能を調節するメカニズムが解
明されることは臨床的にも非常に意義深いため、今後本研究がますます推進さ
れることが期待される。
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